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Resumo
Uma divisão celular bem sucedida depende da coordenação precisa entre a saída de 
mitose e o início da citocinese. A saída de mitose é um processo regulado, que na 
levedura Saccharomyces cerevisiae é despoletado por uma via de sinalização designada 
via de saída de mitose (MEN). Embora sejam conhecidos homólogos dos componentes 
da MEN, em eucariotas superiores, está ainda por estabelecer uma via idêntica que 
conduza à saída de mitose. A proteína reguladora de cinases Mob1, de S. cerevisiae, 
participa na MEN e encontra-se conservada em vários organismos. Em humanos  existem 
7 proteínas do tipo Mob1, das quais ainda pouco se sabe.
Na pesquisa por funções relacionadas com a saída de mitose, em células humanas, 
dedicámos o nosso estudo à proteína hsMob1, com o objectivo de determinar a sua 
distribuição intracelular ao longo do ciclo e as suas funções mitóticas. A aplicação directa 
de técnicas de imunofluorescência a células HeLa, ou indirecta pela expressão de uma 
proteína recombinante com um tag de GFP, não permitiu determinar a localização precisa 
de hsMob1. Contudo, há um pico de expressão da proteína recombinante na fase M, o 
que sugere uma função específica de hsMob1, nesta fase do ciclo. A realização de RNAi 
de hsMob1 deu origem a cromossomas desalinhados da placa metafásica e micronúcleos 
em telofase e citocinese, fenótipos característicos de proteínas componentes do 
cinetocóro e/ou envolvidas  na activação do ponto-de-controlo SAC. Demonstrou-se 
também que a diminuição dos níveis  de hsMob1 diminui o número de células HeLa em 
cultura, provavelmente por indução da sua morte. Estes  resultados sugerem uma 
participação da proteína na segregação cromossómica e na execução da citocinese, 
colocando-a no centro de acção do processo de saída de mitose. Além disso, pretendeu-
se determinar a existência de interacções de hsMob1 com a cinase Aurora B, pelo seu 
envolvimento nos processos celulares afectados pela depleção de hsMob1. Não se 
observaram alterações na localização desta cinase por RNAi de hsMob1, ficando no 
entanto por determinar se a sua actividade permanece inalterada nesta situação.
Este estudo revelam a participação de hsMob1 em processos celulares conducentes à 
saída de mitose e essenciais à propagação correcta da informação genética ao longo das 
gerações. Os resultados obtidos sugerem a existência de interacções com proteínas 
cinases, como Mps1, mas que permanecem por determinar.
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Abstract
A succesfull cell division depends on precise coordination between mitotic exit and the 
onset of cytokinesis. In Saccharomyces cerevisiae the mitotic exit is  a highly regulated 
process triggered by a signaling pathway, the mitotic exit network (MEN). Even though the 
MEN's components  have homologs in higher eukaryotes, an identical pathway leading to 
exit from mitosis is  still to be established. The S. cerevisiae Mob1 kinase regulator is a 
MEN component highly conserved among several organisms. In humans there are 7 Mob1 
like proteins, but very few is known about each one of them.
We have dedicated our study to hsMob1 protein, in human cells, aiming to determine its 
intracellular distribuition throughout the cell cycle and its mitotic functions. Through 
immunofluorescence in HeLa cells and recombinant protein expression with a GFP tag, I 
wasn't able to determine the precise localization of the hsMob1 protein. However, a 
specific mitotic function for this protein is suggested by the observation of an expression 
peak of the recombinant protein during M phase. hsMob1 RNAi resulted in misaligned 
chromosomes and micronuclei in telophase and cytokinesis, which are characteristic 
phenotypes of kinetochore proteins and/or proteins  involved in checkpoint activation. I 
have demonstrated that the downregulation of hsMob1 leads to a decrease of cultured 
HeLa cells, likely through apoptosis. These results suggest an involvement of hsMob1 in 
chromosome segregation and cytokinesis  execution, placing it in the centre of the mitotic 
exit. Furthermore, the involvement of Aurora B kinase in the cellular functions afected by 
downregulation of hsMob1 led us to determine the existence of interactions between these 
two proteins. Though no mislocalization of Aurora B was observed after hsMob1 RNAi it 
remains to be determined if its activity is altered in this situation.
The study presented here reveals hsMob1 participation in cellular functions leading to exit 
from mitosis and essential for the correct transmition of genetic information throughout 
generations. The results obtained further suggest interactions of hsMob1 with protein 
kinases such as Mps1, which are still to determine.
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1. Introdução
1.1. Ciclo celular
A formação de uma célula ocorre a partir de uma célula progenitora - a célula-mãe - a qual 
segundo um processo de duplicação e divisão dá origem a duas células genéticamente 
idênticas - as células-filhas. Este processo é constituído por uma sequência ordenada de 
eventos, desde de uma divisão à divisão seguinte, que compõem o ciclo da divisão 
celular.
O ciclo celular está divido em 4 fases distintas: a fase pós-mitótica ou G1 (gap 1); a fase 
S ,caracterizada pela síntese de DNA; a fase pós-sintética, designada G2; e a fase M, de 
divisão celular, da qual fazem parte a mitose e a citocinese. No entanto, pode-se dividir 
globalmente o ciclo celular em duas partes - a interfase e a mitose. A interfase pode ser 
entendida como a fase de preparação para a divisão, durante a qual há a síntese de 
vários componentes importantes e da qual fazem parte as fases G1, S e G2. Após a 
decisão de entrar em divisão a célula inicia a mitose.
A fase G1 é a mais variável em termos de duração. Em mamíferos esta fase pode durar 
desde algumas horas a vários meses e é o período durante o qual a célula sintetiza RNA 
e proteínas. A fase S é a fase em que ocorre a síntese de DNA, a par com a síntese de 
RNA e proteínas, e tem uma duração média de 8 horas. A fase G2 tem uma duração 
relativamente constante em células de mamíferos, variando entre 30 a 90 minutos. 
Durante esta fase a síntese de RNA e proteínas mantém-se mas não há síntese de DNA. 
A fase M começa com a mitose, que se inicia na profase e termina na telofase. Durante 
este período não há síntese de DNA, a síntese de proteínas é reduzida ao mínimo e a 
síntese de RNA está limitada ao início da profase e à telofase tardia (Baserga, 1965; 
Cameron and Greulich, 1963). A citocinese é um processo distinto da mitose e que tem 
início em paralelo com o início da anafase, aquando da formação e contracção do anel de 
actomiosina na zona equatorial da célula (Barr and Gruneberg, 2007; Burkard et al., 
2009).
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1.2. Fase mitótica
A mitose é compreendida por cinco fases  distintas - profase, prometafase, metafase, 
anafase e telofase. Na profase incia-se a condensação da cromatina do núcleo (de modo 
a facilitar a segregação dos  cromossomas), o nucléolo desaparece e os centrossomas 
iniciam a formação do fuso mitótico e começam a mover-se para pólos opostos da célula. 
Com a quebra do envelope nuclear inicia-se a prometafase. Formam-se as ligações  entre 
os microtúbulos do fuso mitótico e os cinetocóros que se associam nos centrossomas, e 
há movimento dos cromossomas para a zona equatorial da célula. Quando a maioria dos 
cromossomas se encontra alinhada nesta zona, formando a placa metafásica, a célula 
encontra-se em metafase, onde permanece até que todos os  cromossomas estejam 
alinhados e com orientação bipolar. Deste modo ocorre a progressão para anafase, na 
qual os cromossomas são segregados para pólos opostos da célula. Uma vez atingidos 
os pólos, o DNA inicia a descondensação e dá-se a constricção da região mediana do 
fuso - a célula encontra-se em telofase. Após esta fase a célula sai de mitose num 
processo coordenado com a citocinese, conduzindo ultimamente à abcissão e 
consequentemente à divisão completa em duas células.
1.3. Entrada em mitose
A progressão ao longo do ciclo celular ocorre por intermédio da acção de cinases cuja 
acção é regulada por subunidades específicas. Estas  subunidades chamam-se ciclinas, e 
a cinase a que se associam designa-se cinase dependente de ciclinas, Cdk. A formação 
dos  diferentes complexos ciclina-Cdk conduz aos processos de duplicação dos 
centrossomas e do DNA, durante a interfase, e à mitose. No entanto, a necessidade de 
diferentes ciclinas parece estar mais relacionada com a sua localização num dado 
momento do que com a especificidade para os seus substratos (Moore et al., 2003).
A entrada na fase mitótica está dependente da activação do factor promotor da fase M - 
MPF. O complexo é constituído por uma subunidade catalítica e uma subunidade 
reguladora, respectivamente, a cinase dependente de ciclinas Cdk1, e a ciclina B. A 
síntese de novo e acumulação de ciclina B permite a activação do complexo MPF por 
associação das duas subunidades.
A actividade de MPF é transiente, ocorrendo apenas  durante a fase M (Kubiak et al., 
2008). Durante a fase G1 a Cdk1 mantém-se inactiva devido à existência de baixas 
Introdução
2
concentrações de ciclinas e à presença de inibidores da actividade de cinase. No final de 
G1 os  inibidores são degradados e a concentração de ciclinas aumenta, assim como a 
actividade de Cdk1 (Mendenhall and Hodge, 1998). Esta actividade mantém-se elevada 
até anafase, altura em que as  ciclinas são degradadas e há expressão dos inibidores 
(Enserink and Kolodner, 2010). A transcrição da ciclina B tem início na fase S, uma vez 
que os  factores de transcrição da ciclina B são activados pelo complexo ciclina A-Cdk2 
durante as fases S e G2 (Lindqvist et al., 2009). A ciclina B atinge níveis elevados durante 
a fase G2 e início de mitose, localizando-se principalmente no citoplasma, e acumulando-
se nos  centrossomas durante a sua maturação. A activação do complexo ciclina B-Cdk1 é 
ainda promovida pela sua própria actividade através de loops de feedback, que regulam a 
fosforilação de Cdk1. Esta regulação é também efectuada pelo balanço entre as cinases 
Wee1 e Myt1, responsáveis pela inibição da actividade do complexo, e a fosfatase Cdc25, 
que promove a sua activação (O'Farrell, 2001).
O complexo MPF actua sobre uma série de substratos, fosforilando-os, de modo a 
promover a mitose. As suas  acções principais estão envolvidas na quebra do envelope 
nuclear (Smits and Medema, 2001), formação do fuso mitótico bipolar (Larson et al., 1997) 
e estabilização do complexo coesina que mantém a coesão dos cromossomas.
Para a inactivação de MPF é necessária a dissociação das subunidades que formam o 
complexo e a degradação proteolítica da ciclina B, inactivando a Cdk1. A poliubiquitinação 
da ciclina torna o MPF num alvo para o proteossoma, que induz a dissociação de Cdk1 da 
ciclina B, levando à inactivação da primeira através de reacções de fosforilação/
desfosforilação, e à desubiquitinação e degradação da segunda (Nishiyama et al., 2000).
As ciclinas mitóticas, como é o caso da ciclina B, são marcadas para degradação através 
do complexo promotor de anafase/ciclossoma (APC/C). O APC/C é um complexo 
multiproteico com actividade enzimática de ubiquitina ligase (E3) (Jaspersen et al., 1998), 
mediando a poliubiquitinação e marcação de proteínas mitóticas para degradação pelo 
proteossoma (Kubiak et al., 2008). O complexo é activado por fosforilação das suas 
subunidades por cinases tipo polo (Plk1 em mamíferos e Cdc5 em levedura de 
gemulação), que aumentam a sua afinidade pelo activador Cdc20 (Peters, 2002). Esta 
activação é desencadeada pelo MPF, de modo a promover a sua própria inactivação.
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1.4. Transição metafase-anafase
Quando as células entram na fase M, ocorre a condensação dos cromossomas, induzida 
pela actividade de Cdks, de modo a facilitar a sua segregação durante a anafase (Hirano, 
2005; Kimura et al., 1998). No entanto, logo após a replicação do DNA ocorre a coesão 
dos cromossomas, assegurando que os cromossomas se mantêm unidos até à anafase. 
O complexo de coesão, ou coesina, é um heterodímero que é recrutado para a cromatina 
no início da fase S. Quando todos os cromossomas se encontram correctamente bi-
orientados na placa metafásica e ligados ao fuso mitótico, criando tensão nos  cinetocóros, 
a anafase é iniciada. O complexo APC/C induz a degradação duma proteína designada 
securina, que é inibidora da separase Esp1. Esta última protease, a separase, cliva a 
subunidade do complexo coesina Scc1/Mcd1, resultando na disrupção da coesão 
(Uhlmann et al., 1999) e permitindo o alongamento do fuso.
A segregação correcta dos cromossomas exige que os cromatídeos-irmãos se liguem a 
microtúbulos de pólos opostos do fuso mitótico, através dos seus cinetocóros. Uma vez 
que o estabelecimento destas ligações entre cinetocóros e microtúbulos é um processo 
imprevisível, está sujeito a erros, o que justifica a existência de um mecanismo capaz de 
atrasar a progressão do ciclo celular até que todos os cromossomas estejam 
correctamente bi-orientados  (Musacchio and Hardwick, 2002). Este mecanismo é o ponto-
de-controlo de montagem do fuso (SAC), que detecta a existência de ligações entre 
cinetocóros e microtúbulos. O modo como esta ligação é detectada permite em 
simultâneo a distinção entre ligações  bipolares  e ligações sintélicas, sentindo a tensão 
que se gera entre os cinetocóros de cromatídeos-irmãos. Para que as ligações sejam 
bipolares cada cromatídeo de um cromossoma tem de estar ligado a microtúbulos  de 
pólos opostos, sendo assim puxados em sentidos contrários. Uma vez que os 
cromatídeos se encontram ligados pelo complexo coesina, a ligação bipolar gera tensão, 
o que conduz ao silenciamento do SAC.
A família de cinases  Aurora desempenha múltiplas funções na mitose. Em eucariotas 
superiores, Aurora A e C localizam-se nos pólos do fuso, sendo a Aurora A necessária 
para a formação bipolar do fuso. Aurora B é uma proteína do centrómero responsável 
pela monitorização da tensão entre cinetocóros-irmãos, e cuja actividade é essencial para 
a resolução de ligações incorrectas entre cinetocóros e microtúbulos. Esta cinase 
desestabiliza todas as ligações que não são bipolares  (Biggins and Murray, 2001; 
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Lampson et al., 2004; Pinsky et al., 2006; Tanaka et al., 2002), por fosforilação de vários 
factores de captura de microtúbulos, regulando assim a afinidade dos cinetocóros pela 
ligação de microtúbulos (Cheeseman et al., 2002; Cheeseman et al., 2006).
Em levedura, o ponto-de-controlo SAC tem como componentes conhecidos Bub3, 
Mad1-3, as cinases Bub1, Mps1 e também Aurora B (Mao et al., 2003). Dentro dos vários 
modelos que tentam explicar o mecanismo do SAC, existem evidências no sentido do 
SAC estar envolvido num processo de competição com a ligação dos microtúbulos aos 
cinetocóros. Algumas proteínas que ligam os microtúbulos já foram implicadas na 
sinalização do SAC e têm a capacidade de se associar às proteínas deste ponto-de-
controlo. O complexo de proteínas KMN actua, nos cinetocóros, como a interface para a 
ligação cinetocóro-microtúbulos. Deste complexo, constituído por KNL-1/AF15Q14/
Spc105/Blinkin, o complexo Mis12, e o complexo Ndc80, existem pelo menos duas 
proteínas que interagem directamente com os microtúbulos - Hec1 (que pertence ao 
complexo Ndc80) e Blinkin (o homólogo humano de KNL-1) (Emanuele et al., 2007). 
Também em suporte desta hipótese todas as proteínas do complexo Ndc80 são 
necessárias para o alinhamento e segregação dos cromossomas (DeLuca et al., 2002; 
Martin-Lluesma et al., 2002; McCleland et al., 2003; McCleland et al., 2004). A proteína 
Blinkin é a plataforma de ligação aos cinetocóros para Bub1 e BubR1 (Kiyomitsu et al., 
2007), implicando esta proteína tanto na ligação dos microtúbulos como na sinalização do 
ponto-de-controlo, através das proteínas Bub. A cinase Mps1 tem também um papel 
importante no SAC. A sua actividade catalítica é necessária para o recrutamento de Mad1 
e Mad2 para os cinetocóros, e regula a actividade de Aurora B através da fosforilação de 
Borealin (Hewitt et al., 2010).
O evento mais conservado e directamente relacionado com a activação do SAC é o 
recrutamento de Mad1 para os cinetocóros. Em cinetocóros desalinhados os níveis de 
Mad1 encontram-se anormalmente elevados. O KMN parece ser o local de ligação de 
Mad1, onde esta proteína estabelece interacções com KNL-1, Ndc80 e RZZ. Os 
cinetocóros ligam-se a Mad1 ou aos microtúbulos, mas aparentemente não se podem 
ligar a ambos simultaneamente. Possivelmente, ao se ligarem aos microtúbulos, Ndc80 e 
KNL-1 perdem a afinidade por Mad1 (Burke and Stukenberg, 2008).
O alvo principal do SAC é a Cdc20, que ao ser inibida impede a activação do APC e 
consequentemente a progressão para anafase (Cleveland et al., 2003; Lew and Burke, 
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2003). Esta inibição é conseguida pela formação de um complexo constituído pelas 
proteínas Mad3/BubR1, Mad2, Bub3 e Cdc20, designado MCC, e que indisponibiliza a 
Cdc20 para a activação do APC. Um dos modelos existentes para a activação do SAC 
sugere que o recrutamento de Mad1 despolete três mecanismos independentes com vista 
a inibir Cdc20. A cinase Bub1 fosforila directamente e inibe Cdc20 (Tang et al., 2004). 
Para além disso, a fosforilação de Bub1 por Cdk1 recruta a cinase Polo para os 
cinetocóros, permitindo a localização de Mad2 e BubR1 e portanto a formação do 
complexo MCC (Qi et al., 2006). Por outro lado Cdc20 é possivelmente fosforilada por 
Cdk1 ligando-se a Mad2 e não ao APC (D'Angiolella et al., 2003). Deste modo, ainda que 
haja apenas um cinetocóro por se associar a microtúbulos, o sinal do SAC é amplificado, 
inibindo Cdc20.
Uma vez silenciado o SAC, as células podem progredir para anafase. O APC/C é 
activado, o que induz a degradação da ciclina B e consequentemente a inactivação de 
Cdk1, que deste modo deixa de fosforilar os seus substratos. Uma das consequências 
desta inactivação é a desagregação do complexo coesina, o que permite a segregação 
dos cromossomas marcando o início da anafase.
Cdk1 contribui para a estabilidade e alongamento do fuso, fosforilando vários 
componentes do CPC. Este processo leva ao recrutamento do complexo Ndc10 para a 
midzone do fuso promovendo o seu alongamento (Bouck and Bloom, 2005).
1.5. Saída de mitose
1.5.1 A via de saída de mitose em levedura
Para que ocorra a saída de mitose, é essencial que haja degradação das ciclinas, pela via 
da ubiquitinação. Isto tornou-se evidente ao se observar que células que sobre-
expressam formas não degradáveis de ciclinas sofrem um bloqueio em anafase (Gallant 
and Nigg, 1992; Sigrist et al., 1995; Yamano et al., 1996), bem como mutantes em genes 
mitóticos tardios apresentam níveis elevados de ciclinas e actividade do APC diminuta 
(Jaspersen et al., 1998). Esta degradação das ciclinas, e consequente inactivação de 
Cdk1, é necessária de modo a que as reacções de fosforilação que ocorrem durante a 
mitose sejam revertidas. É para este processo que se orienta a via de saída de mitose 
(MEN), tendo a fosfatase Cdc14 como o elemento-chave.
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A via de saída de mitose (MEN) centra-se numa GTPase, Tem1, que transmite o sinal 
através de uma cascata de cinases. Tem1 encontra-se inicialmente na sua forma inactiva, 
ligada a GDP, e associada à proteína activadora de GTPases (GAP) Bub2-Bfa1. Por 
interacção com o factor de troca do nucleótido guanina (GEF) Lte1 ocorre a dissociação 
da molécula de GDP e ligação de uma molécula de GTP. Agora ligada a GTP, Tem1 
encontra-se na sua forma activa e capaz de fosforilar a cinase Cdc15, activando-a. Esta 
por sua vez activa o complexo Dbf2-Mob1, que conduz à libertação da fosfatase Cdc14 e 
consequentemente à saída de mitose (figura 1.1).
A regulação desta via de sinalização também ocorre de forma espacial, ou seja, para que 
as interacções moleculares se dêem é necessário que as moléculas estejam 
suficientemente próximas a nível intracelular. Além disso, as interacções devem ocorrer 
de forma ordenada. Os SPB são o centro de toda a MEN, onde Nud1 actua como suporte 
estrutural (Bardin et al., 2000; Pereira et al., 2001). A GTPase Tem1 localiza-se no SPB 
que irá migrar para a gémula e fazer parte da célula-filha resultante da divisão. Durante a 
fase inicial da mitose e até anafase a GAP Bub2-Bfa1 permanece ligada a Tem1, inibindo 
a sua actividade de GTPase e prevenindo a sua activação prematura. À medida que o 
fuso mitótico se alonga durante a anafase, o SPB entra na gémula. Lte1 é mobilizado 
para a gémula assim que esta se forma, permitindo deste modo a interacção com Tem1, 
activando-a (Bardin et al., 2000; Pereira et al., 2000). Dá-se assim início à via de 
sinalização que conduz à saída de mitose, garantindo que apenas ocorre após a 
migração do núcleo para a gémula, durante a divisão nuclear (Bardin et al., 2000). Além 
disso, Dbf2, assim como Mob1, está presente no SPB durante anafase. Numa fase tardia 
da mitose migra para o pescoço da gémula, de forma dependente de Cdc14 (Frenz et al., 
2000; Luca et al., 2001). Uma vez activado, Dbf2-Mob1 é translocado para o núcleo, onde 
promove a dissociação de Cdc14 do seu inibidor. Além disso Dbf2-Mob1 interage com 
Cdc14, fosforilando-o em locais que inibem a sua sequência de localização nuclear (NLS) 
e impedindo que regresse ao núcleo. Deste modo, a fosfatase fica livre no citoplasma 
onde pode actuar sobre os seus substratos (Mohl et al., 2009). Esta libertação e activação 
de Cdc14, como resultado da MEN, assegura que a citocinese ocorre apenas após a 
saída de mitose (Amon, 2008).
A fosfatase Cdc14 tem um papel de destaque na via de saída de mitose. A sua activação 
é essencial para a saída de mitose, devido à necessidade de degradar as ciclinas 
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mitóticas. A libertação de Cdc14 do seu inibidor Cfi1/Net1 no nucléolo permite que actue 
sobre os seus substratos - Sic1, Cdh1 e Swi5. Cdc14 desfosforila Cdh1, um outro 
activador do APC/C, promovendo a degradação das ciclinas mitóticas (Bardin et al., 2000; 
Visintin et al., 1998) Swi5 é um factor de transcrição de Sic1, pelo que ao actuar sobre 
Swi5, Cdc14 conduz à acumulação de Sic1. Por outro lado, Cdc14 actua directamente 
sobre Sic1, estabilizando-o e levando a que exerça a sua função de inibição de Cdk1 
(Stoepel et al., 2005).
1.5.2 A via FEAR
A actividade de Cdc14 é regulada pela sua localização subcelular. Durante a maior parte 
do ciclo celular esta fosfatase encontra-se sequestrada no nucléolo, num estado inactivo. 
No início de anafase, Cdc14 sofre uma libertação transiente (Pereira et al., 2002; 
Stegmeier et al., 2002; Yoshida et al., 2002). A via envolvida nesta primeira fase de 
libertação de Cdc14 designa-se Cdc Fourteen Early Anaphase Release (FEAR) e actua 
sobre o inibidor de Cdc14, o complexo RENT. A via FEAR é composta pela cinase tipo 
polo Cdc5, a separase Esp1, a proteína associada aos cinetocóros Slk19 e por Spo12 
(Stegmeier et al., 2002). O complexo RENT é constituído pela proteína Cfi1/Net1, 
responsável por manter Cdc14 no nucléolo durante as  fases  G1, S, G2 e no início de 
mitose (Bardin et al., 2000), que se mantém numa forma hipofosforilada na presença da 
fosfatase PP2A, que assim previne a sua dissociação de Cdc14 (Queralt et al., 2006; 
Wang and Ng, 2006; Yellman and Burke, 2006). Após a segregação dos cromossomas a 
separase Esp1 fica livre para inactivar a proteína fosfatase PP2A, e com a ajuda de Slk19 
e Spo12, promove a fosforilação de Net1 por Cdk1 (Azzam et al., 2004; Queralt et al., 
2006; Stegmeier et al., 2004). Cdc5 promove também a libertação de Cdc14 no início de 
anafase. Esta cinase fosforila PP2A e pensa-se que promova a degradação de Swe1, que 
assim permite a activação de Cdk1 e a consequente fosforilação de Net1 (Liang et al., 
2009; Shou et al., 2002; Visintin et al., 2003; Yoshida and Toh-e, 2002).
As funções de FEAR, através da libertação de Cdc14, compreendem a activação de MEN, 
regulação da segregação dos cromossomas e da dinâmica do fuso mitótico (D'Amours et 
al., 2004; Higuchi and Uhlmann, 2005; Pereira and Schiebel, 2003; Woodbury and 
Morgan, 2007). Além disso, a Cdc14 é importante para o recrutamento das  proteínas do 
CPC, Sli15 e Ipl1 (homólogas de INCENP e Aurora B de mamíferos) para a midzone do 
fuso mitótico, no início de anafase (Pereira and Schiebel, 2003; Vagnarelli and Earnshaw, 
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2004), onde são importantes  para a integridade do fuso e para a citocinese (Bouck and 
Bloom, 2005; Higuchi and Uhlmann, 2005).
A FEAR e a MEN actuam de forma independente, embora ambas tenham como função 
manter a Cdc14 activa no citoplasma, a FEAR liberta Cdc14 no início de anafase e a MEN 
mantém Cdc14 nesse estado durante anafase tardia e telofase  (Stegmeier et al., 2002). 
Estas diferentes fases de libertação de Cdc14 permitem a sua activação gradual, e 
portanto o decréscimo gradual da actividade de Cdks após início da anafase, 
assegurando a manutenção da ordem dos eventos, durante a saída de mitose (Amon, 
2008).
1.6. Citocinese
A citocinese é o processo final da divisão celular no qual ocorre a divisão física do 
citoplasma entre as duas células. Nos organismos eucariotas os principais componentes 
da citocinese são a actina e a tubulina. Para além desses, proteínas cinases e vias de 
sinalização transmitem informações sobre o posicionamento dos cromossomas em 
anafase; as cinesinas, como proteínas motoras, transportam reguladores das GTPases 
Rho ao longo dos microtúbulos, restringindo a actividade local das Rho; e a proteínas 
SNARE promovem a fusão das membranas resultando na abcissão, que assim completa 
a citocinese (Barr and Gruneberg, 2007; Glotzer, 2005).
O início da anafase marca o início da citocinese. A degradação de ciclinas mitóticas 
permite a inactivação de cinases  dependentes de ciclinas e a desfosforilação e activação 
de proteínas essenciais para a formação da zona mediana do fuso. Esta zona mediana é 
constituída por um conjunto de microtúbulos antiparalelos  que se associam na região de 
separação dos cromossomas durante a anafase, actuando como uma região de 
concentração de reguladores essenciais para que a citocinese ocorra e que definem o 
local de divisão (Glotzer, 2004). A proteína associada aos microtúbulos (MAP) PRC1 
(homóloga de Ase1 de levedura) tem actividade de associação destas estruturas e é por 
isso necessária para a organização desta região (Mollinari et al., 2002; Schuyler et al., 
2003; Verbrugghe and White, 2004; Verni et al., 2004). A sua localização na região 
mediana é restringida à zona central pela proteína KIF4 (Kurasawa et al., 2004). A 
actividade de PRC1 é inibida durante a metafase pelo complexo ciclina B-Cdk1 (Mollinari 
et al., 2002), que também inibe a associação dos microtúbulos  pelo complexo 
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centralspindlin. Esta inibição impede que haja descoordenação entre a segregação dos 
cromossomas e a citocinese. Uma vez em anafase, devido à diminuição da actividade de 
ciclina B-Cdk1 e à acção da fosfatase Cdc14, a centralspindlin, constituída por MKLP1 e 
pela GAP CYK-4, concentra-se na região onde ocorre a sobreposição dos microtúbulos 
(Matuliene and Kuriyama, 2002; Mishima et al., 2002; Somers and Saint, 2003), 
promovendo a formação da região mediana do fuso (Khmelinskii et al., 2007; Khmelinskii 
and Schiebel, 2008). Para a localização da centralspindlin é ainda necessária a actividade 
da Aurora B, por interacção com os seus parceiros do CPC (Severson et al., 2000).
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Figura 1.1 - FEAR, MEN e as suas interacções. A fosforilação de Pds1 por Cdk1 induz a importação para 
o núcleo do complexo Pds1-Esp1. A activação da via FEAR e o início de anafase são desencadeados pela 
desfosforilação de Pds1 por Cdc14, condunzindo à degradação de Pds1 pelo APC. Uma vez libertada do 
seu inibidor, Esp1 tem a capacidade de clivar coesinas e inibir a fosfatase PP2A. Esta inactivação de PP2A 
permite a fosforilação de Net1, por Cdc5 e por Cdk1, resultando na dissociação de Net1 e Cdc14 e 
libertação de Cdc14 do nucléolo. Esta libertação, mesmo em pequena quantidade, origina um loop de 
feedback posititvo (seta verde) em que Cdc14 desfosforila Pds1, levando à libertação de mais Cdc14. A 
inactivação de PP2A também contribui  para a inactivação de Bfa1-Bub2, permitindo a activação de Tem1. 
Lte1 também participa neste processo, provavelmente por inibição de Bfa1. A activação de Tem1 dá início à 
via MEN, que mantém a actividade de Cdc14 necessária à saída de mitose. Para a activação completa de 
MEN é ainda necessária a desfosforilação de Cdc15 e de Mob1 por Cdc14.(adaptado de Enserink and 
Kolodner, 2010)
Nas células  animais existe um anel contráctil, que cria o sulco de clivagem, que separa a 
célula em duas partes. O anel contráctil é uma rede de filamentos de actina e miosina, em 
que a acção motora desta última leva à constricção dos filamentos de actina. A formação 
do anel contráctil é mediada pela GTPase RhoA, cuja activação é mediada pela acção 
das cinases Aurora B e Plk1 (Cesario et al., 2006; Gruneberg et al., 2004; Kaitna et al., 
2000). RhoA induz a polimerização da actina e activação da miosina II, no local 
previamente definido pela zona mediana do fuso, em anafase (Piekny et al., 2005). A 
miosina II é essencial para a formação do sulco de clivagem, e é constituída por um 
dímero de cadeias pesadas, cada uma ligada a uma cadeia leve essencial e a uma 
cadeia leve reguladora (rMlc). Estes complexos associam-se aos filamentos de actina, 
transportando-os e conduzindo à constricção do anel contráctil. A miosina II necessita de 
ser fosforilada para se tornar activa, sendo capaz de se associar em filamentos e de 
activar a sua actividade de ATPase estimulada pela actina. A fosforilação é controlada 
directa e indirectamente pela RhoA, que activa a cinase Rho (ROCK), fosforilando as 
cadeias leves reguladoras de miosina (rMlc) e inibindo a fosfatase da miosina (Kimura et 
al., 1996). A inibição da ROCK em pós-anafase é suficiente para desencadear a abcissão, 
o que sugere um papel central da cinase na indução da saída de mitose dependente do 
centrossoma (Chevrier et al., 2002). Para todo este processo é também importante a 
presença de septinas, GTPases formadoras de filamentos, que formam dois anéis de 
cada lado do anel contráctil de forma a estabilizá-lo e a impedir o alargamento do sulco 
(Kinoshita et al., 2002; Oegema et al., 2000; Wu et al., 2003).
No entanto, o sistema de actomiosina não é suficiente para a finalização da citocinese. 
Cada célula tem de ser individualizada pela membrana plasmática, o que requer a fusão 
de membranas no evento final da citocinese - a abcissão. Este processo ocorre através 
da entrega de vesículas membranares no local de clivagem (Low et al., 2003). O tráfego 
vesicular e a fusão das membranas são controlados por GTPases existentes nas 
vesículas e pelo complexo de proteínas de fusão SNARE. O facto de existir um conjunto 
muito denso de microtúbulos na região do midbody sugere que o transporte de vesículas 
membranares apenas possa ocorrer numa fase tardia da citocinese, após remodelação 
dos microtúbulos dessa região. De forma complementar, também é proposto que ocorra 
endocitose destas vesículas junto do midbody (Boucrot and Kirchhausen, 2007; Gachet 
and Hyams, 2005; Schweitzer et al., 2005), o que é suportado pela evidência de que 
componentes da maquinaria de sorting endossomal são necessários para a citocinese e 
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interagem com proteínas do midbody (Carlton and Martin-Serrano, 2007; Morita et al., 
2007; Spitzer et al., 2006).
1.7. As proteínas do tipo Mob
A proteína Mob1 (Mps One Binder) de Saccharomyces cerevisiae foi descoberta como um 
interactor da cinase mitótica Mps1 (Luca and Winey, 1998). Esta proteína é a fundadora 
de uma família de proteínas reguladoras de cinases, altamente conservadas. Homólogos 
de Mob1 existem em organismos tais como C. elegans, Trypanosoma brucei, Drosophila 
melanogaster, em ratinho e em células humanas.
Uma segunda proteína do tipo Mob - Mob2 -  foi também descoberta em Saccharomyces 
cerevisiae. Esta proteína não é essencial à viabilidade celular e aparentemente não 
interage com Mob1 (Luca and Winey, 1998). No entanto, tal como Mob1, também actua 
como subunidade reguladora da actividade catalítica de cinases, interagindo com Cdk1 
em S. cerevisiae e Orb6 em S. pombe, essenciais na manutenção da polaridade celular e 
na regulação da expressão génica (Chow et al., 2010; Hou et al., 2003; Salimova et al., 
2000).
1.7.1. Mob1 de S. cerevisiae
Em levedura de gemulação o gene MPS1 é um gene essencial. O produto da sua 
expressão tem uma dupla função no controlo da estabilidade genómica, sendo necessário 
para a duplicação do corpo polar do fuso (SPB) e na regulação do ponto-de-controlo de 
montagem do fuso (SAC) (Weiss and Winey, 1996; Winey et al., 1991).
Da procura de potenciais  substratos ou efectores que interagissem com Mps1 surgiu a 
fosfoproteína Mob1, necessária para a saída de mitose e conservação da ploidia. O gene 
que codifica para esta proteína é também um gene essencial à viabilidade das células 
(Komarnitsky et al., 1998). Células  com mutantes de Mob1 apresentam um bloqueio numa 
fase tardia da mitose e um aumento de ploidia (células haplóides  tornam-se diplóides) 
(Luca and Winey, 1998).
Mob1 interage também com a cinase Dbf2, constituinte da via de saída de mitose (MEN). 
Estas duas proteínas formam um complexo com relevância funcional no controlo da 
transição da telofase para a fase G1, sendo a sua ausência letal em levedura de 
gemulação (Komarnitsky et al., 1998). Dbf2 é activada por desfosforilação após a 
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transição metafase-anafase. Na ausência de Dbf2 as células  bloqueiam em telofase com 
fuso mitótico alongado, cromatina dividida e elevada actividade da cinase Cdk1 (Toyn and 
Johnston, 1994). O bloqueio mitótico causado por mutantes de Mob1 é muito semelhante 
aos defeitos causados por mutantes de Dbf2 (Komarnitsky et al., 1998) e a sobre-
expressão de Mob1 em células que não possuem Dbf2 ou Dbf20 (homólogo de Dbf2) 
suprime os defeitos dessa ausência, embora o contrário não se verifique (Luca and 
Winey, 1998). Estas  evidências  suportam a ideia que Dbf2 exerce a sua função através de 
Mob1.
O aumento de ploidia que se observa por mutação de Mob1 é exclusivo desta proteína, 
relativamente aos restantes componentes de MEN (Luca and Winey, 1998). Além disso, 
Mob1 é fosforilado por Mps1, o que sugere funções  e locais de acção diversos para esta 
proteína (Komarnitsky et al., 1998). Estirpes mutantes em MPS1 falham na duplicação do 
SPB conduzindo à formação de um fuso monopolar, incapaz por isso de realizar a 
segregação correcta dos cromossomas (Winey et al., 1991).Deste modo o aumento de 
ploidia por consequência de mutação em Mob1 pode ser indicativo de uma função de 
Mob1 na duplicação do SPB (Luca and Winey, 1998).
1.7.2. As proteínas Mob noutros organismos
Em Drosophila melanogaster existem 4 proteínas homólogas à proteína Mob1 de levedura 
- dMob1 a dMob4. dMob4 (também designado MATS) interage e activa o supressor de 
tumores LATS/Warts (uma cinase homóloga de Dbf2/Dbf20 de levedura). A sua sobre-
expressão inibe o crescimento celular, enquanto a sua ausência conduz ao 
desenvolvimento de tumores em moscas (Chow et al., 2010).
Em humanos foram identificados 7 genes do tipo MOB1 - hsMOB1, hsMOB2, hsMOB3A/
3B/3C e hsMOB4A/4B (Florindo & Tavares, Human Genome Data Base, direct 
submission, 2003). Dos produtos  de expressão destes genes o mais próximo de Mob1 de 
levedura é hsMob4 (aproximadamente 43% de identidade) e o mais distante é hsMob1, 
com 16,4% de identidade (tabela 1), sendo também o mais distante entre os restantes 
hsMobs.
Os padrões de expressão de mRNA dos hsMobs em diferentes tecidos humanos revela 
que há uma expressão selectiva de cada uma destas  proteínas. hsMob4A e hsMob4B 
possuem 95% de identidade mas diferentes padrões de expressão em tecidos humanos. 
Para além disso alguns dos tecidos expressam apenas  uma das proteínas hsMob, como é 
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o caso da traqueia e dos rins  que apenas expressam hsMob3B e hsMob2, 
respectivamente (Chow et al., 2010), o que sugere a ausência de redundância de funções 
das proteínas Mob humanas.
1.7.3. hsMob4
Os membros da família Mob mais estudados até à data são hsMob4A e hsMob4B. A 
localização destas proteínas  foi descrita para os  centrossomas e midbody, com a 
particularidade que se acumula apenas no centríolo-mãe, imediatamente antes da 
citocinese (Florindo, 2004). O fenótipo mais evidente resultante da depleção de hsMob4 é 
a incapacidade das células completarem a citocinese, mantendo pontes intercelulares 
longas entre si e resultando por vezes em células binucleadas (Florindo, 2004). Estes 
resultados sugerem não só uma função associada à citocinese para estas proteínas, 
como um possível papel na ligação entre os dois centríolos. Como efeitos da sobre-
expressão de hsMob4A/B observou-se aumento da morte celular, um bloqueio das células 
em metafase e o colapso dos fusos mitóticos (Florindo, 2004).
Concordante com o homólogo de Drosophila, hsMob4 tem a capacidade de activar a 
cinase LATS (large tumor supressor), em mamíferos, e as cinases nucleares tipo Dbf2 
(LATS1, LATS2, NDR1 e NDR2), em células humanas (Hergovich et al., 2005; Hergovich 
et al., 2006a). hsMob4A liga-se a ambas as NDR (Hergovich et al., 2005) e hsMob4A/4B 
são fosforiladas por MST1/2 (homólogo de Hippo em mamíferos), próximo da membrana 
plasmática (Praskova et al., 2008; Wei et al., 2007), activando e estimulando a 
autofosforilação das NDR (Hergovich et al., 2005). As NDR são essenciais na regulação 
da duplicação dos centrossomas (Hergovich et al., 2007) e localizam-se maioritariamente 
no citoplasma, associadas aos centrossomas e à membrana plasmática. hsMob4A e 
hsMob4B co-localizam com as NDR tanto no citoplasma como na membrana plasmática, 
sendo a sua localização interdependente (Hergovich et al., 2005).
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Tabela 1.1 - Identidade entre as proteínas tipo Mob, em levedura, mosca e humanos. scMob - Mob de 
Saccharomyces cerevisiae; dMob - Mob de Drosophila melanogaster; hsMob - Mob de Homo sapiens.
LATS1 e LATS2 são supressores de tumores. A diminuição dos níveis  de hsMob4A, bem 
como de LATS1, provoca defeitos na saída de mitose, prolongando a telofase (Bothos et 
al., 2005). A via de supressão tumoral Hippo-LATS, em Drosophila, (na qual participa a 
cinase LATS) possui homólogos de todos os seus componentes, em mamíferos. Nesta via 
dMob4 (homólogo de hsMob4 em Drosophila) é um elemento-chave (Edgar, 2006; Harvey 
and Tapon, 2007; Okada et al., 2007) e resultados obtidos mostram que apenas hsMob4A 
e hsMob4B se ligam a LATS, o que sugere que estas sejam as únicas proteínas da família 
com função de supressão tumoral (Chow et al., 2010).
A expressão de hsMob4A em moscas depletadas de dMob4 suprime a formação de 
tumores neste organismo (Lai et al., 2005), o que sugere a conservação da função de 
hsMob4, enquanto supressor de tumores, entre Drosophila e mamíferos. hsMob4 
encontra-se menos expresso no cancro colorectal e em nonsmall-cell lung cancer 
(NSCLC), e a sua sobre-expressão inibe o crescimento de células tumorais e induz a 
apoptose. A supressão da proliferação de células  tumorais por hsMob4 pode estar 
relacionada com um bloqueio nas transições entre as fases G1 e S, e G2 e M, uma vez 
que hsMob4 activa LATS2 e LATS1 que afectam, respectivamente, essas transições 
(Chow et al., 2010). Embora não existam ainda evidências  directas que identifiquem 
funções de supressão tumoral para hsMob4, em mamíferos, estes resultados colocam 
estas proteínas como fortes candidatos a supressores de tumores. 
1.7.4. hsMob1
hsMob1, também designado Phocein, interage com a Striatin e a proteína fosfatase 2A 
(PP2A) (Baillat et al., 2001; Moreno et al., 2001). A proteína Phocein foi 
independentemente descoberta em neurónios  de ratinho como um interactuante da 
proteína Striatin, e encontra-se no citosol e no complexo de Golgi, em células HeLa, onde 
se co-localiza com SG2NA (proteína da família da Striatin) (Baillat et al., 2001). Ambas as 
proteínas (striatin e SG2NA) existem em complexos com a fosfatase PP2A, nos quais 
também se identificou a presença de phocein. Para além disso a inibição da actividade de 
PP2A induz a fosforilação da phocein, sugerindo que estas 3 proteínas são substratos de 
PP2A (Moreno et al., 2001).
A striatin é maioritariamente expressa em neurónios e a phocein co-localiza-se com a 
striatin na região dendrítica (Bailly and Castets, 2007). Em fibroblastos de ratinho a striatin 
e a SG2NA localizam-se no citosol e na membrana, tendo-se observado que uma 
subpopulação destas  se co-localiza com a phocein na região perinuclear (Moreno et al., 
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2001). Também foram descritas interacções da phocein com a cinase NDPK (nucleoside 
diphosphate kinase) e com Eps15 (envolvida na endocitose mediada por clatrina). Ambas 
exercem funções importantes para a endocitose e são parceiros moleculares da dinamina 
I, uma GTPase com um papel essencial na endocitose. Esta GTPase também se co-
localiza parcialmente com a phocein, sugerindo que a phocein é um componente dos 
complexos envolvidos no tráfico vesicular (Baillat et al., 2002).
Além destas funções sugeridas para hsMob1 há também um estudo que descreve o papel 
de dMob1 (o homólogo em Drosophila) na organização do fuso mitótico (Trammell et al., 
2008). Apesar da elevada homologia entre as proteínas  humana e de Drosophila os 
autores determinaram a localização de dMob1 no núcleo durante a interfase, e não 
detectaram qualquer presença associada ao complexo de Golgi. Durante a mitose a 
proteína encontra-se nos centrossomas e nos cinetocóros, em células S2.
As experiências de depleção de dMob1 por RNAi mostraram fusos mitóticos desfocados, 
tanto na presença como na ausência de centrossomas funcionais. Este fenótipo é 
semelhante ao obtido na ausência da proteína Asp, embora a sua localização não tenha 
sido afectada pelo RNAi de dMob1. Também se observou uma elevada incidência de 
fusos monopolares na ausência de dMob1, embora o número de centrossomas não 
pareça ter sido afectado. Estes resultados sugerem que dMob1 está envolvido na 
separação dos centrossomas, mas não na sua duplicação, função esta que é 
independente da sua função na focagem das fibras dos cinetocóros.
Um outro estudo, efectuado no nosso grupo, não só confirmou alguns dos  resultados 
anteriores como mostrou que dMOB1 é um gene essencial. Mutantes para este gene são 
quase totalmente letais  na fase embrionária (99,6%), sendo que os poucos machos que 
chegam a adulto são estéreis (Samora, 2007).
1.8. Evidências da existência de uma via de saída de mitose em 
eucariotas superiores
Membros da família de cinases Dbf2, tais  como Dbf2 e Dbf20 de S. cerevisiae, Sid2 de S. 
pombe, LATS de C. elegans e LATS1 e LATS2 de mamíferos encontram-se muito 
conservados entre as diferentes espécies. Dbf2/Dbf20 e Sid2 localizam-se no SPB 
durante a mitose e participam nas vias de saída de mitose (MEN) e de início de septação 
(SIN) em S. cerevisiae e S. pombe, respectivamente (Frenz et al., 2000; Hou et al., 2004; 
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Toyn and Johnston, 1994). A família de cinases nucleares Dbf2 (NDR) é uma subfamília 
semelhante mas distinta da família Dbf2 que inclui Cbk1 de S. cerevisiae, Orb6 de S. 
pombe, Trc de Drosophila e NDR1 e NDR2 de mamíferos, e estão envolvidas na 
morfogénese celular (Hergovich et al., 2006b). Contudo, tanto as cinases da família Dbf2 
como as de NDR necessitam de um regulador da sua actividade que se encontra 
extremamente conservado - a família das proteínas Mob (Hergovich et al., 2006a). Em 
levedura, Mob1 é regulador de Dbf2/Dbf20, enquanto Mob2 regula a família NDR 
(Colman-Lerner et al., 2001; Hou et al., 2003; Komarnitsky et al., 1998; Salimova et al., 
2000).
Em mamíferos foram identificadas duas cinases LATS - LATS1 e LATS2. LATS1 humana 
interage com hsMob4A, tal como LATS interage com MATS em  Drosophila. Tanto LATS 
de Drosophila como LATS1 de humanos são activadas por fosforilação, pelas cinases 
Hippo e MST2, respectivamente, durante a mitose (Chan et al., 2005; Harvey et al., 2003). 
LATS1 localiza-se nos centrossomas e fuso mitótico e a sua sobre-expressão provoca um 
bloqueio em G2/M. LATS1 tem também a capacidade de inibir a cinase LIMK1 afectando 
a citocinese (Yang et al., 2004). LATS2, que também se localiza nos centrossomas, é 
fosforilada durante a mitose pela cinase Aurora A (Toji et al., 2004). Durante as fases 
tardias da mitose, LATS2 localiza-se no midbody onde se pensa ter um papel importante 
na citocinese. A sobre-expressão de LATS2, para além de bloquear as células em G2/M 
de modo idêntico a LATS1, afecta a actividade de ciclina E-Cdk2, inibindo a transição G1/
S (Ke et al., 2004). Por outro lado, a ausência de LATS2 em células HeLa diminui o 
recrutamento de γ-tub para os centrossomas (Abe et al., 2006) e as células são incapazes 
de completar a citocinese, originando células binucleadas  e um aumento do número de 
centrossomas nessas células (Yabuta et al., 2007). Em MEFs depletadas de LATS2 a 
saída de mitose é acelerada, promovendo a transição para a fase G1 sem que a saída de 
mitose se tenha completado, tendo como consequência o desacoplamento do início da 
citocinese. Além disso provoca uma diminuição nos níveis  de reguladores mitóticos como 
a Aurora B, Plk1 e a ciclina B1, o que sugere que LATS2 é um regulador mitótico 
essencial que promove a estabilização de outros  reguladores mitóticos (Yabuta et al., 
2007).
É possível que também LATS2 participe na MEN, uma vez que é capaz de interagir com 
hsMob4A e hsMob4B. Sabe-se que a formação dos complexos LATS1-hsMob4A e 
LATS1-hsMob4B não é suficiente para a sua activação, sendo para isso necessário o seu 
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recrutamento para a membrana plasmática (Hergovich et al., 2006a). No entanto, o 
complexo LATS2-hsMob4A não parece necessitar desse tipo de recrutamento para ser 
activado, sugerindo funções biológicas diferentes para os dois tipos de complexos (Yabuta 
et al., 2007). Em humanos existem dois homólogos de Cdc14 - hCdc14A e hCdc14B. 
hCdc14A activa o APCcdh1, que tem como alvo as ciclinas mitóticas, marcando-as para 
degradação (Bembenek and Yu, 2001; Kaiser et al., 2002; Mailand et al., 2002). Isto 
sugere que, em humanos, LATS1 promove a saída de mitose por activação de hCdc14 
(Bothos et al., 2005).
Homólogos de Cdc15 de S. cerevisiae existem também em Drosophila, Hippo, e em 
humanos, MST2. Muitos membros desta família de cinases são activados por GTPases 
(Chan et al., 2005), de modo semelhante a Cdc15 que é activada por Tem1, em S. 
cerevisiae.
A conservação de funções entre proteínas homólogas aponta no sentido da existência de 
vias idênticas a MEN, em diferentes organismos. No entanto, organismos mais complexos 
em termos evolutivos possuem geralmente maior número de proteínas homólogas, que no 
caso de MEN são funcionalmente pouco redundantes. Deste modo, o estabelecimento de 
um paralelismo entre a MEN de levedura e uma via idêntica noutros organismos é 
dificultada.
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Objectivo
Este trabalho teve como propósito determinar a localização e possíveis funções mitóticas 
de hsMob1, em células humanas. No sentido de estabelecer uma via homóloga à MEN de 
Saccharomyces cerevisiae, em eucariotas superiores, o presente trabalho focou-se no 
estudo de hsMob1 (proteína homóloga de Mob1 da MEN de S. cerevisiae). Deste modo, 
pretendeu-se determinar a sua distribuição dinâmica intracelular ao longo do ciclo de 
divisão celular, utilizando diferentes estratégias de biologia molecular. Foram também 
definidos os defeitos causados, no ciclo celular, pela diminuição dos níveis  de hsMob1, e 
tendo tais  defeitos em conta, estudou-se a infuência da depleção de hsMob1 na 
localização da cinase Aurora B.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Material Biológico
2.1.1. Estirpes bacterianas
Para a realização deste trabalho foi utilizada a estirpe bacteriana de Escherichia coli, 
DH5α para subclonagens de DNA, e para expressão heteróloga de proteínas em bactéria.
Genótipo da estirpe de Escherichia coli utilizada:
DH5α - supE44 delta-lacU169(phi80lacZ) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1.
(Sambrook, 2001)
2.1.2. Linhas celulares de mamíferos
As linhas celulares  de mamíferos (HeLa) foram cultivadas em atmosfera húmida a 37ºC 
com 5% de CO2. A subcultura foi realizada duas a três  vezes por semana, quando a 
confluência das células atingia aproximadamente 90%. O meio de cultura utilizado foi 
Advanced DMEM (Invitrogen) suplementado com 4% de SFB e 2 mM de Glutamina.
2.2. Técnicas citológicas
2.2.1. Imunofluorescência
Para a imunofluorescência, foram semeadas 0,5-0,7X105 células HeLa por mL, sobre 
lamelas, em placas de 12 ou de 24 alvéolos. No dia seguinte, antes  da fixação, as células 
foram sujeitas a três lavagens rápidas com tampão PEM (100 mM PIPES, 2 mM MgCl2 e 
5 mM de EDTA, pH 6,8) pré-aquecido a 37ºC. Utilizaram-se diferentes  métodos para fixar 
as células, que se apresentam de seguida. O fixador foi sempre aplicado após as 
lavagens com PEM acima descritas.
2.2.2. Fixação com Metanol/Acetona
A solução de Metanol/Acetona (50/50) utilizada foi preparada no próprio dia, tendo sido 
refrigerada a -20ºC antes de se iniciar o processo de fixação. Para a fixação, adicionou-se 
a solução de metanol/acetona às  células, e incubou-se durante 2-3 minutos à temperatura 
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ambiente e, de seguida, lavaram-se as células três vezes durante 5 minutos com tampão 
PEM. Após a fixação, as células foram permeabilizadas com 0,5% de TritonX-100 em 
PEM, durante 10 minutos à temperatura ambiente, seguindo-se três lavagens de 5 
minutos com PBS (pH 6,9-7). Antes da incubação com os anticorpos primários, as  células 
foram lavadas durante 5 minutos numa solução de 0,05% Tween20 em PBS, sendo os 
anticorpos primários previamente diluídos em ADB (solução de diluição de anticorpos - 1 
% SFB, 0,05% de Tween20, em PBS). Incubaram-se as células com os anticorpos 
primários durante uma hora à temperatura ambiente, em câmara húmida. As células 
foram depois  lavadas  três vezes com PBS e uma vez com PBS-Tween 0,05% durante um 
total de 20 minutos (5 minutos cada lavagem). Realizou-se a incubação dos anticorpos 
secundários (também diluídos em ADB) durante 30 minutos, em câmara húmida e no 
escuro. A partir deste momento as lamelas foram, tanto quanto possível, protegidas da 
luz. Após a incubação dos anticorpos secundários, as células foram também lavadas três 
vezes com PBS e uma vez com PBS-Tween 0,05%, durante um total de 20 minutos. 
Seguidamente, incubou-se com o corante de DNA DAPI (Molecular Probes) durante 15 
minutos, após o que se lavaram as lamelas três vezes 5 minutos com PBS. O DAPI foi 
preparado em PBS, a uma concentração de 100 mM.
Finalmente, fez-se a montagem das lamelas em lâminas de vidro, tendo-se selado a 
preparação com verniz transparente (Maybelline). Como meio de montagem utilizou-se 
Mowiol (CalBiochem). O Mowiol foi preparado no laboratório diluindo 2,4 g de Mowiol em 
6 ml de glicerol, a solução foi misturada por agitação lenta, seguida de adição de 6 ml de 
água e agitou-se durante a noite. No dia seguinte, juntaram-se 12 ml de tampão Tris pH 
7,4 (a uma concentração de 0,2 M) e aqueceu-se a solução a 50ºC mantendo uma 
agitação suave durante aproximadamente 10 minutos. Após a dissolução do Mowiol, 
centrifugou-se a solução a 5000 g durante 15 minutos. Finalmente, adicionou-se DABCO 
(Sigma) para uma concentração final de 2,4%. A solução foi aliquotada e congelada; uma 
vez descongelada, guardou-se no frigorífico (a 4ºC), no máximo durante 4 semanas.
Nestes ensaios utilizaram-se os seguintes anticorpos primários: soro anti-hsMob1 (diluído 
a 1/100), anti γ-tubulina GTU88 (diluído a 1/150) e anti β-tubulina (diluído a 1/150). 
Utilizaram-se como anticorpos secundários os anticorpos Alexa (diluídos 1/500).
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2.2.3. Fixação com Paraformaldeído
As fixações com Paraformaldeído (PFA) (Merck) foram feitas  com uma solução de 
concentração 3,7%, diluída em tampão PEM e aquecida a 37ºC antes de ser adicionada 
às células. Após  10 minutos de fixação à temperatura ambiente, as células foram lavadas 
3 vezes 5 minutos  com tampão PEM. A imunofluorescência foi realizada de forma 
semelhante ao descrito para a fixação com metanol/acetona.
2.2.4. Fixação com Paraformaldeído após pré-extracção
Após a lavagem inicial com PEM, as células foram permeabilizadas com uma solução 1% 
de Triton X-100, 30% glicerol em PEM, aquecida a 37ºC, durante 2 minutos à temperatura 
ambiente. O restante protocolo de fixação e de imunoflourescência foi igual ao indicado 
para a fixação com paraformaldeído.
2.3. Anticorpos
Tabela 2.1 – Anticorpos primários utilizados.
Designação Anti- Gerado em Companhia
GTU 88 γ-tubulina Monoclonal ratinho Sigma
β-tubulina Monoclonal ratinho Sigma
DM1A α-tubulina Monoclonal ratinho Sigma
ACR7 hsMob1 Policlonal coelho
3E1 GFP Monoclonal ratinho
α-Aurora B ratinho Abcam
Tabela 2.2– Anticorpos secundários utilizados.
Conjugado 
com Anti-IgG de Feito em Companhia
Alexa 488 Coelho cabra Molecular probes
Alexa 488 Ratinho cabra Molecular probes
Alexa 594 Coelho cabra Molecular probes
Alexa 594 Ratinho cabra Molecular probes
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Conjugado 
com Anti-IgG de Feito em Companhia
HRP Coelho cabra Jackson ImmunnoResearch
HRP Coelho cabra Jackson ImmunnoResearch
2.3.1. Expressão heteróloga de proteínas em E.coli
Para expressão de proteína heteróloga em bactérias, transformaram-se células  DH5α 
com o plasmídeo contendo o gene de interesse (pGEX-4T2, tabela 2.3). De uma cultura 
de bactérias crescida durante a noite, fez-se um diluição de 1/100, e incubou-se 
novamente a 37ºC com agitação. Quando a D.O. 600 da cultura era de 0.4, adicionou-se 
IPTG para um concentração final de 0,5 mM, e a produção da proteína de interesse foi 
realizada incubando uma vez mais as bactérias a 37ºC durante 5h. Recolheram-se 
amostras da cultura de hora em hora e centrifugaram-se as bactérias (5 minutos  a 3000g), 
lavaram-se com PBS e congelaram-se as amostras para análise futura. Como controlo, 
utilizou-se uma cultura crescida nas mesmas condições, mas sem adição de IPTG.
2.3.2. Imunopurificação de Anticorpos
Na purificação do anticorpo utilizou-se a proteína de fusão GST.hsMob1-∆N produzida em 
E. coli e imobilizada numa membrana de PVDF. As  proteínas foram visualizadas por 
incubação com Ponceau S durante 5 minutos e cortadas as  bandas correspondentes à 
proteína. A membrana foi descorada por lavagem duas vezes 5 minutos com uma solução 
5% em Ácido Acético. Seguidamente, incubou-se durante 5 minutos numa solução de 100 
mM glicina, pH 2,5 e lavou-se duas vezes 5 minutos com TBS. Bloquearam-se as 
membranas com 3% BSA durante uma hora num agitador e lavaram-se duas vezes  2 
minutos em TBS. As bandas previamente cortadas foram cortadas em fragmentos 
pequenos e colocadas num eppendorf. Adicionou-se 500 µL do soro ACR7 em 1 mL de 
TBS, durante 3 horas com agitação. Recolheu-se o sobrenadante e lavaram-se as 
membranas duas vezes 5 minutos em TBS e duas vezes 5 minutos em PBS. Adicionou-se 
100 µL de glicina e incubou-se durante 1 minuto. Removeu-se a glicina e adicionou-se a 
um tubo contendo 10 µL de Tris 1M pH 8,0. Repetiu-se a eluição 9 vezes. A cada eluição 
adicionou-se 5 mM Azida de sódio e BSA 1 mg/mL e armazenaram-se as eluições a 4ºC.
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2.4. Manipulação de células de mamíferos
2.4.1. Sincronização de células
Sincronizaram-se as células HeLa na fase G1, por incubação com 2 mM de Timidina 
durante 24 h, libertação das células durante 4 h, incubação com 50 ng/mL de Nocodazole 
durante 16 h e lavagem e recolha das células. Para sincronização na fronteira G1/S e na 
fase S as células foram incubadas com 50 ng/mL de Nocodazole durante 16 h, libertadas 
do bloqueio durante 4 h (tendo-se removido as células bloqueadas por shake-off ao fim 
das primeiras 3 h da libertação), incubadas com 2 mM de timidina durante 24 h e lavadas 
e recolhidas as células em G1/S ou incubadas com meio novo durante 3 h e recolhidas as 
células em S. Para sincronização na fase M as células foram incubadas com 50 ng/mL de 
Nocodazole durante 16 h, libertadas  do bloqueio durante 40 minutos e recolhidas. A 
libertação do bloqueio foi realizada por três lavagens com PBS e adição de novo meio de 
cultura.
2.4.2. Preparação de células para análise do perfil de ciclo celular, por citometria de 
fluxo
A análise do perfil de ciclo celular das células HeLa e CAA11 foi realizada com o intuito de 
confirmar os processos de sincronização e bloqueio anteriormente referidos. Foram 
recolhidas 0,5x106 células por tripsinização, para cada ensaio. Centrifugou-se a amostra 5 
minutos a 1000 rpm e lavou-se com 1 mL de PBS. Após nova centrifugação (5 minutos a 
1000 rpm) o pellet foi bem ressuspendido em 100 µL de PBS, adicionando de seguida 900 
µL de etanol absoluto previamente arrefecido a -20ºC, para a fixação. A adição de etanol 
foi feita muito lentamente, gota a gota, e com agitação lenta no vortex. Deixou-se a 
amostra a incubar durante 1 hora a 4ºC. Após a fixação as células foram centrifugadas 
durante 5 minutos  a 1000 rpm e lavadas duas vezes em 100 µL de PBS. Após nova 
centrifugação as células foram ressupendidas  em 0,5% Triton X-100 em PBS com 100 ng/
mL de RNAse, num volume final de 150 µL e incubadas durante 30 min a 37ºC. De 
seguida adicionou-se Iodeto de Propídeo a 20 µg/mL em PBS para perfazer um volume 
total de 250 µL e incubou-se 30 minutos a 37ºC. Após a incubação a amostra foi 
brevemente agitada e passada por um filtro de 35 µm.
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2.4.3. Transfecções de DNA plasmídico
As transfecções de DNA plasmídico em células HeLa foram realizadas utilizando o 
reagente de transfecção LipofectAMINE™2000 (Invitrogene). Para as  transfecções 
realizadas em placas de 24, 12 e 6 alvéolos, semearam-se no dia anterior 0,8x105 células 
por mL, utilizou-se 1 µL de reagente de transfecção e 1 µg de DNA. O restante 
procedimento da transfecção foi realizado de acordo com as instruções do fabricante. 
Três  horas após a transfecção, lavaram-se as células e substituiu-se o meio de cultura. A 
eficiência de transfecção foi geralmente de 70%.
2.4.4. Vectores
Utilizaram-se diferentes vectores consoante o objectivo das experiências (tabela 2.3).
Tabela 2.3 - Vectores usados
Vector Objectivo Companhia
pBluescript II KS (+/-) Subclonagem de DNA Stratagene
pEGFP-C1 Subclonagem de DNA Clontech
pGex-4T2 Expressão heteróloga de proteínas em bactérias Pharmacia Biotech
2.5. Géis de proteínas e Western Blots
2.5.1. Géis de proteínas (SDS-PAGE)
As células foram lavadas duas  vezes com TBS 1x (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6) 
para remover o meio de cultura. Adicionou-se TBS 1x e utilizando um raspador 
recolheram-se as células  para um tubo. Centrifugaram-se as células a 1500 g durante 5 
minutos à temperatura ambiente. As amostras foram imediatamente armazenadas a 
-20ºC. Antes da aplicação no gel de poliacrilamida, as amostras foram ressuspendidas  em 
tampão Laemmli (50 mM Tris-Cl pH 8, 2% SDS, 0,1% de azul de bromofenol, 10% 
glicerol, 100 mM b-mercaptoetanol) e colocadas a 100ºC durante 10 minutos, 1 minuto em 
gelo e 3 minutos a 100ºC. Os géis de proteínas foram preparados de uma forma 
semelhante ao descrito em (Sambrook, 2001). Utilizou-se uma solução de 30% de 
acrilamida/Bis  acrilamida (Bio-Rad). Os géis foram corridos no sistema Mini-PROTEAN II 
(Bio-Rad), em tampão Tris-glicina (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% de SDS, pH 8,3). 
Aplicou-se uma corrente eléctrica de 15 mA durante a fase de concentração do gel, 
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passando para 50 mA durante a fase de separação. Utilizou-se como marcador de pesos 
moleculares o PageRuler - Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas). Os géis  de 
proteínas foram corados com azul de Coomassie durante 30 minutos (0,2% azul brilhante 
de Coomassie (Bio-Rad), 40% metanol e 9% de ácido acético glacial), seguidos de 
descoloração (45% Metanol, 10% de ácido acético glacial), ou transferidos por 
electroforese para membranas de PVDF, para realização de Western blot.
2.5.2. Western Blots
Submergiu-se a membrana de PVDF em metanol durante 1 minuto e seguidamente em 
água destilada durante 5 minutos. A membrana foi depois equilibrada em tampão de 
transferência (25 mM Tris-Cl, 192 mM de Glicina, 20% de Metanol, pH 8,3) durante um 
tempo mínimo de 10 minutos. Incubou-se o gel em tampão de transferência durante 10 
minutos. O gel e a membrana foram colocados numa cassete, entre folhas de papel 
Whatman 3MM e duas esponjas. As  proteínas foram transferidas overnight a 50 mA ou 
durante uma hora a 100V, em tampão de transferência.
Após a transferência, bloquearam-se as membranas com 10% de leite magro, 0,1% 
Tween20 em TBS, durante uma hora. Lavou-se a membrana com 1% de leite magro, 
0,1% Tween20 em TBS durante 5 minutos  e incubou-se com anticorpo primário durante 
uma hora à temperatura ambiente e com agitação. Os anticorpos foram diluídos numa 
solução de 1% de leite magro, 0,1% Tween20 em TBS. Lavou-se a membrana 3 vezes 
por 5 minutos com 1% de leite magro, 0,1% Tween20 em TBS, e incubaram-se os 
anticorpos secundários durante 1 hora à temperatura ambiente. As membranas foram 
lavadas como indicado anteriormente, e seguiu-se ainda uma lavagem de 5 minutos em 
TBS. O sinal foi detectado utilizando uma mistura 1:1 das soluções de ECL (solução 1 - 
90 mM Tris, 2,27 mM Luminol, 0,36 mM Ácido p-coumárico; solução 2 - 100 mM Tris, 
0,002% peróxido de hidrogénio). Utilizou-se o filme Hyperfilm ECL (Amersham) para a 
exposição. A revelação deste filme foi feita utilizando o revelador Kodak. Utilizaram-se os 
anticorpos primários anti-GFP 3E1 (1/500) e anti α-tubulina (1/500). Utilizaram-se como 
anticorpos secundários os anticorpos anti-IgG de coelho (1/2000) ou anti IgG de ratinho 
(1/2000), consoante o anticorpo primário utilizado, conjugados com a peroxidase HRP.
2.5.3. Quantificação da intensidade das bandas dos Western Blots
A intensidade das bandas dos Western Blots foi quantificada por densitometria utilizando 
o Image J. Após a escolha de um valor padrão foram calculadas as intensidades relativas. 
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As variações das intensidades foram calculadas relativamente ao mesmo padrão definido 
anteriormente, por normalização com as intensidades das bandas correspondentes  ao 
controlo de carregamento. Ao padrão atribuiu-se o valor 1,00. Valores acima 
correspondem a uma intensidade superior ao padrão e valores abaixo correspondem a 
uma intensidade inferior ao padrão.
2.6. A técnica de RNAi
Os oligonucleótidos de siRNA utilizados foram encomendados  à Dharmacon. Recebeu-se 
o oligo correspondente à cadeia de mRNA e oligo cadeia complementar.
2.6.1. Oligonucleotídeos de DNA e RNA
Para a técnica de RNAi utilizaram-se oligonucleótidos de RNA, que foram obtidos da 
Dharmacon, tendo sido desenhados previamente e de acordo com as indicações dos 
mesmos (tabela 2.4). O siRNA de Oli5 é constituído por 21 pares  de bases (pb), 
complementares com o primeiro dímero AA, 75 pb após o codão de iniciação, e os 
seguintes 19 pb.
Tabela 2.4 - Oligonucleotídeos de siRNA
Sequência RNA alvo
Oli5 CCA CCU GAA GGC CAA GAU G dT dT hsMob1
Scramble duplex GCG CGC UUU GUA GGA UUC G dT dT
Controlo negativo: a 
sequência alvo não existe 
no genoma humano.
2.6.2. Transfecção do duplex de siRNA
Semearam-se, no dia anterior, 0,2x105 células por mL, em placas de 24 alvéolos. Antes 
de se iniciar a transfecção substituiu-se o meio de cultura por 500 µL de meio de cultura 
sem soro, tendo-se feito uma lavagem prévia de cada poço com o meio sem soro. Por 
cada poço a transfectar fizeram-se as seguintes soluções: 60 pmol do duplex de siRNA (3 
µL do duplex a uma concentração inicial de 20 µM) em 50 µL de meio Advanced DMEM 
(GIBCO) sem soro; e 1 µL de Lipofectamina 2000 em 50 µL de meio Advanced DMEM 
(GIBCO) sem soro. Agitou-se suavemente a solução contendo Lipofectamina 2000 e 
Materiais e Métodos
27
incubou-se à temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos. Seguidamente, juntou-se a 
solução de Lipofectamina 2000 à solução contendo os oligonucleótidos de RNA, agitou-se 
suavemente e incubou-se durante 20 minutos. A mistura de transfecção foi de seguida 
adicionada às células. Após 2,5-3 horas do início da transfecção, substituiu-se o meio por 
meio novo completo (Advanced DMEM com 4% de SFB). Dois dias após o início da 
transfecção, cada poço de células foi tripsinizado e igualmente dividido o seu conteúdo 
por 3 poços com lamelas. Após 4 a 5 horas, garantindo que as células se encontravam 
aderentes, repetiu-se o protocolo de transfecção. Dois dias após a segunda transfecção 
as células foram fixadas para análise fenotípica (imunofluorescência) ou para análise da 
eficiência da depleção (Western Blot).
Como controlo da eficiência da transfecção utilizou-se o composto fluorescente Cy3, 
ligado a um oligonucleótido de RNA, cuja sequência não existe no genoma humano. As 
células transfectadas com Cy3 foram analizadas directamente num microscópio óptico de 
fluorescência, para cálculo da percentagem de células transfectadas.
2.7. Citometria de Fluxo
O perfil de ciclo celular de células HeLa foi obtido no citómetro de fluxo FACSCalibur 
(Beckton and Dickinson) e analisado no software CellQuest Pro. Para a realização das 
experiências foram utilizados  os parâmetros FSC, SSC e FL2, em modo linear, tendo 
definido o valor 24 como treshold associado ao parâmetro primário FL2. Os histogramas 
obtidos, apresentados em anexo (figura A.1), resultaram da definição de gates nos plots 
de Largura vs. Área (FL2-W;FL2-A). Os gates foram definidos de modo a incluir as 
regiões de maior densidade de eventos, entre os valores 200-500 de FL2-W e 100-500 de 
FL2-A.
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3. Resultados
3.1. Distribuição intracelular de hsMob1 durante o ciclo celular
A proteína hsMob1, também conhecida por Phocein, é um dos sete membros da família 
de proteínas Mob, em humanos. Estudos anteriores mostraram que hsMob1 está 
envolvida na endocitose, em neurónios de ratinho, e localiza-se no complexo de Golgi, em 
células HeLa, durante a interfase. A localização e função mitótica desta proteína estão 
ainda por determinar e poderão contribuir para estabelecer uma via homóloga à MEN de 
levedura, em eucariotas superiores.
3.1.1. Localização intracelular da proteína hsMob1
Através de imunofluorescência tentou-se determinar a localização intracelular de hsMob1, 
fazendo uso do soro retirado de um animal imunizado contra a proteína .
3.1.1.1. Caracterização do soro anti-hsMob1
Com o objectivo de determinar a localização intracelular da proteína hsMob1 endógena, 
foi utilizado um soro policlonal de coelho designado ACR7. Este soro foi produzido contra 
um fragmento da proteína humana hsMob1, por injecção da proteína de fusão 
GST.hsMob1-∆N (proteína hsMob1 na região dos aminoácidos 1-60), expressa em 
bactéria e purificada em coluna de afinidade.
O soro anti-hsMob1, foi previamente produzido no grupo e provada a sua capacidade de 
reconhecimento da proteína alvo em Western Blot (Florindo, 2004). Esses resultados 
mostraram que ACR7 reconhece não só o fragmento contra o qual foi produzido mas 
também a proteína dMob1 (homóloga de hsMob1 em Drosophila), quando provenientes 
de um extracto de bactéria. No entanto, nas experiências  por mim realizadas, o soro não 
reconhece a proteína endógena, em extractos de células HeLa, nem a proteína de fusão 
GFP.hsMob1, expressa constitutivamente em linhas  estáveis  (CAA11) (figura 3.1A). 
Contudo, o soro ACR7 parece reconhecer a mesma proteína de fusão quando sobre-
expressa em células HeLa (figura 3.1B). Como mostra a figura 3.1B, existe uma banda 
com o tamanho esperado para GFP.hsMob1 (~60 KDa), visível tanto por incubação com o 
anticorpo anti-GFP (painel superior) como com ACR7 (painel inferior).
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Estes resultados indicam que embora estejam presentes no soro anticorpos anti-hsMob1, 
estes encontram-se provavelmente em concentrações muito baixas, observando-se o 
reconhecimento da proteína alvo apenas quando esta se encontra em elevadas 
concentrações no extracto analisado.
3.1.1.2. Imunolocalização de hsMob1
Utilizando o soro ACR7 tentou-se determinar a localização intracelular de hsMob1 em 
células HeLa, durante a fase M. Foram testadas diferentes condições na realização da 
imunofluorescência, variando os métodos de fixação e as diluições de ACR7 utilizados. 
Os métodos de fixação podem influenciar os resultados obtidos, uma vez que a forma 
como os conteúdos celulares são fixados pode afectar a ligação entre os anticorpos e as 
proteínas-alvo. Contudo, a fixação das células com Metanol/Acetona, Paraformaldeído 
(PFA) ou PFA com pré-extracção (descritas nos Materiais e Métodos) produziram 
resultados semelhantes  (figura 3.2). O soro ACR7 mostra uma localização difusa em 
qualquer das fases da mitose, encontrando-se, no entanto, excluído do núcleo. Embora 
facilmente se identifique a estrutura do fuso mitótico pela marcação com ACR7, essas 
estruturas são marcadas com a mesma intensidade que o citoplasma da célula, pelo que 
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Figura 3.1 - Caracterização do soro anti-hsMob1. A) O soro ACR7 reconhece o polipéptido contra o qual 
foi gerado, em extracto de bactéria (indicado pelo triângulo), mas não reconhece a proteína endógena em 
extractos de células HeLa, nem a proteína de fusão GFP.hsMob1 expressa na linha estável CAA11. B) A 
transfecção de células HeLa com a proteína de fusão GFP.hsMob1 resulta na sua sobre-expressão, 
detectada pelo anticorpo anti-GFP (painel superior) e por ACR7 (painel inferior).
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aparentemente a localização não é específica dessas estruturas (figura 3.2A e 3.2B - 
prometafase).
De seguida, realizaram-se experiências idênticas utilizando soros produzidos contra a 
proteína de fusão dMob1.GST. A proteína dMob1 é homóloga de hsMob1 em Drosophila 
melanogaster, apresentando elevada percentagem de identidade (79,4%). Foram 
testados dois soros diferentes  produzidos contra a mesma proteína, ACR4 e ACR5, no 
entanto o sinal obtido em imunofluorescência não apresentou nenhuma melhoria 
relativamente ao sinal obtido com o soro ACR7 imunizado contra a proteína humana 
(figura 3.3).
3.1.1.3. Purificação do soro anti-hsMob1
Com o objectivo de clarificar a localização intracelular de hsMob1 realizou-se a purificação 
dos anticorpos anti-hsMob1 a partir do soro total ACR7. A expressão da proteína de fusão 
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Figura 3.2 - Imunolocalização de hsMob1 em mitose. O soro ACR7 dá uma localização difusa da 
proteína hsMob1 em células HeLa, com qualquer dos métodos de fixação utilizados e em qualquer uma das 
fases mitóticas. Fixações utilizadas: A) Metanol/Acetona, B) PFA, C) Pré-extracção+PFA. Na imagem 
composta (merge) a vermelho encontra-se marcada a β-tubulina ou a γ-tubulina, a verde ACR7 e a azul  o 
DNA.
Figura 3.3 - Marcação de células HeLa com soros anti-dMob1. Da marcação com os soros ACR5 e 
ACR4 gerados contra a proteína dMob1, homóloga de hsMob1 em Drosophila, obtém-se um sinal difuso 
(painéis do meio e inferior, respectivamente) idêntico ao de ACR7 (painel superior). Na imagem composta 
(merge) a vermelho encontra-se marcada a β-tubulina, a verde ACR7 e a azul o DNA.
GST.hsMob1-∆N em E. coli, após indução com IPTG, é bem visível ao fim de uma hora de 
crescimento da cultura bacteriana (figura 3.4), e após transferência das proteínas para 
uma membrana de PVDF foi feita a purificação dos anticorpos por afinidade.
Da utilização da primeira eluição que resultou do processo de purificação, em 
imunofluorescência, observou-se uma perda quase total do sinal, não permitindo deste 
modo determinar a localização da proteína endógena hsMob1 (figura 3.5).
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Figura 3.4 - Expressão heteróloga de GST.hsMob1-∆N em E. coli. Como observado na electroforese do 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), 1 hora após indução com IPTG 0,5 mM há o aparecimento da banda 
correspondente à proteína de fusão, mantendo-se pelo menos até 5 horas após a indução.
Figura 3.5 - Marcação de células HeLa com ACR7 purificado. Nos exemplos mostrados observa-se um 
elevado ruído de fundo e alguma marcação ponteada muito reduzida, aparentemente sem localização 
específica. Na imagem composta (merge) a vermelho encontra-se marcada a γ-tubulina, a verde ACR7 
purificado e a azul o DNA.
Legenda:
Extracto de DH5α 1 hora (faixa 1), 
2 horas (faixa 3), 3 horas (faixa 5) 
e 4 horas (faixa 7) após início da 
subcultura;
Extracto de DH5α 1 hora (faixa 2), 
2 horas (faixa 4), 3 horas (faixa 6), 
4 horas (faixa 8) e 5 horas (faixa 
9) após início da subcultura, com 
adição de IPTG.
3.1.2. Localização intracelular de proteínas de fusão hsMob1
A proteína GFP tem sido largamente utilizada para a produção de proteínas de fusão, 
servindo como um gene repórter da expressão do gene de interesse. Partindo deste 
princípio, pretendeu-se determinar a localização de hsMob1 através da expressão de 
proteínas de fusão de GFP com hsMob1.
3.1.2.1. Expressão constitutiva da proteína de fusão em linhas estáveis
Com o objectivo de determinar a localização intracelular e possíveis interactuantes de 
hsMob1 foram previamente criadas no grupo linhas celulares HeLa expressando 
constitutivamente a proteína de fusão GFP.hsMob1 (CAA11), contendo o tag de GFP no 
terminal amínico da proteína, ou hsMob1.GFP (CAB13), contendo o tag de GFP no 
terminal carboxílico da proteína (figura 3.6). A análise destas linhas estáveis por 
microscopia de fluorescência revelou um sinal muito difuso e com baixa intensidade, não 
permitindo determinar a localização da proteína de fusão (figura. 3.7).
Deste modo, pretendeu-se amplificar o sinal obtido através  da utilização de um anticorpo 
anti-GFP, que reconheceria o tag de GFP presente na proteína de fusão. O anticorpo anti-
GFP tem a capacidade de reconhecer a proteína GFP nativa, e também em fusão com 
outros péptidos em vectores do tipo pIC (figura 3.6), que contêm o LAP tag construído por 
Iain Cheeseman e Arshad Desai (Cheeseman and Desai, 2005). Para teste deste 
anticorpo, em imunofluorescência, transfectaram-se células HeLa com a proteína de fusão 
Histona 2B.GFP (H2B.GFP), que se sabe estar associada ao DNA ao longo do ciclo 
celular. A marcação pelo anticorpo anti-GFP mostra uma co-localização parcial com o 
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Figura 3.6 - Expressão das proteínas de fusão GFP.hsMob1 e hsMob1.GFP nas linhas estáveis 
CAA11 e CAB13, respectivamente. A marcação do Western blot, contendo os extractos indicados, com o 
anticorpo anti-GFP revela a expressão das proteínas de fusão nas linhas estáveis.
sinal obtido directamente pelo GFP presente na proteína de fusão (figura 3.8A). No 
entanto, quando realizada a transfecção de células com o vector contendo apenas GFP o 
anticorpo não reconhece a proteína expressa, sendo o sinal da marcação 
significativamente diferente do obtido directamente pelo GFP (figura 3.8B).
3.1.2.3. Expressão transiente da proteína de fusão
Na presença de um promotor adequado, a introdução de um plasmídeo numa célula, 
contendo uma sequência codificante para uma proteína, pode conduzir à sobre-expressão 
dessa proteína, o que aumenta os níveis de proteína para valores superiores aos 
fisiológicos. Através da clonagem da região codificante de hsMob1 em vectores contendo 
um LAP tag com GFP, obtiveram-se dois plasmídeos distintos (pNA1 e pAS6) capazes de 
induzir a expressão das proteínas  de fusão GFP.hsMob1 ou hsMob1.GFP, com o tag no 
terminal amínico ou no terminal carboxílico, respectivamente (figura 3.1B). As 
experiências de imunofluorescência, após transfecção com os referidos plasmídeos, 
revelaram uma localização para a proteína de fusão coincidente com os pólos do fuso 
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Figura 3.7 - Imunofluorescência das linhas estáveis CAA11 e CAB13. A baixa intensidade do sinal do 
GFP não permite determinar nenhuma localização das proteínas de fusão hsMob1.GFP ou GFP.hsMob1, 
respectivamente nas linhas estáveis CAB13 e CAA11. Na imagem composta (merge) a vermelho encontra-
se marcada a β-tubulina, a verde GFP e a azul DNA.
mitótico (figura 3.9). No entanto, quando transfectadas com o vector vazio, contendo 
apenas GFP, a proteína expressa (GFP) localiza-se também nos pólos do fuso mitótico, 
invalidando a hipótese que seja essa a localização de hsMob1.
Das experiências para a determinação da localização intracelular de hsMob1 observou-se 
que nenhum dos resultados obtidos  mostrou co-localização de hsMob1 com as  estruturas 
marcadas (centrossomas, microtúbulos ou DNA), com excepção da sobre-expressão de 
GFP.hsMob1. Neste caso embora se tenha revelado um sinal mais intenso nos 
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Figura 3.8- Teste do anticorpo anti-GFP em células HeLa, por imunofluorescência. A) Há co-
localização parcial do sinal de H2B.GFP e do anticorpo anti-GFP, uma vez que a marcação pelo anticorpo 
não é homogénea. B) A marcação obtida pelo anticorpo anti-GFP é substancialmente diferente do sinal do 
GFP. Em metafase GFP aparenta marcar os pólos do fuso mitótico e em telofase o midbody, o que não é 
observável pela marcação com o anticorpo. Na imagem composta (merge) a vermelho encontra-se o sinal 
do anticorpo anti-GFP, a verde o GFP e a azul DNA.
centrossomas, é um sinal idêntico ao obtido pela expressão transiente de GFP, quer em 
intensidade, quer em localização.
3.1.3. Análise dos níveis de hsMob1 ao longo do ciclo celular
Com o objectivo de determinar quais as possíveis variações  na expressão proteica ao 
longo do ciclo celular, compararam-se os níveis de hsMob1, por Western Blot, em 
populações de células bloqueadas ou sincronizadas em diferentes fases  do ciclo. 
Utilizando a linha estável CAA11, que expressa a proteína recombinante GFP.hsMob1, 
bloquearam-se células na fronteira das fases G1 e S e sincronizaram-se células na fase S 
e na fase M (com 84%, 80% e 90% de células nas referidas fases, respectivamente)
(figura A.1, em anexo). É importante referir que a utilização da linha estável para estas 
experiências foi necessária devido à ausência de um anticorpo anti-hsMob1 fiável.
Do Western Blot, obtido por marcação com o anticorpo anti-GFP e da sua análise por 
densitometria, conclui-se que há um aumento na expressão da proteína GFP.hsMob1 
para mais do dobro, na fase M, relativamente à população de células não sincronizadas 
(figura 3.10 e tabela A.1). Nos extractos celulares das populações na fronteira G1/S e na 
fase S observa-se um aumento da intensidade da banda correspondente à proteína de 
50% e 80%, respectivamente, em comparação com a população não sincronizada (figura 
3.10 e tabela A.1).
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Figura 3.9 - Imunofluorescência de células HeLa sobre-expressando GFP.hsMob1. Embora haja uma 
marcação clara dos pólos do fuso pela proteína de fusão, também na situação controlo (apenas com GFP) 
há marcação das mesmas estruturas. Na imagem composta (merge) a vermelho encontra-se a γ-tubulina 
(painel superior) ou a β-tubulina (painel inferior), a verde o GFP e a azul DNA.
3.2. RNAi de hsMob1
Com o objectivo de obter informações que forneçam pistas sobre as funções de hsMob1 
no ciclo celular realizou-se o RNAi de hsMob1, diminuindo os seus níveis de expressão.
3.2.1. Defeitos no ciclo celular de células HeLa causados pela 
diminuição dos níveis de hsMob1 por RNAi
Após 5 dias de actuação do mecanismo de RNAi, por transfecção dupla com um 
oligonucleótido complementar com uma região do mRNA de hsMob1 (que se designou 
Oli5), as células foram fixas e analisadas por microscopia de fluorescência. Foi também 
utilizado um oligonucleótido designado scramble duplex para controlo negativo da 
experiência de RNAi. Este oligonucleótido foi construído com uma sequência que não 
existe no genoma humano. Em paralelo com a experiência de RNAi, transfectou-se uma 
população de células com um outro oligonucleótido cuja sequência não existe no genoma 
humano, e que se encontra conjugado com o composto fluorescente Cy3. A realização 
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Figura 3.10 - Níveis de GFP.hsMob1. A análise dos níveis nas populações de células não sincronizadas 
(N.S.), células bloqueadas na fronteira entre a fase G1 e a fase S (G1/S), células sincronizadas na fase S 
(S) e na fase M (M), revela que há um aumento progressivo dos níveis da proteína ao longo do ciclo, 
apresentando um pico de expressão na fase M. A) As membranas de Western blot foram incubadas com 
anticorpo anti-GFP (paineis superiores) e após stripping re-incubadas com anticorpo anti-α-tubulina (paineis 
inferiores) para controlo do carregamento das amostras. B) Representação gráfica da percentagem de 
variação dos níveis de GFP.hsMob1, em relação à de células não-sincronizadas (NS).
A)
B)
desta transfecção teve como objectivo a determinação da eficiência das  transfecções 
realizadas, observando-se que cerca de 70% das células se apresentavam transfectadas 
com o composto.
Para confirmar a acção do mecanismo de RNAi sobre hsMob1, transfectou-se também a 
linha estável CAA11 com o oligonucleótido Oli5 e analisaram-se, em Western Blot, os 
níveis da proteína de fusão GFP.hsMob1, após a experiência (figura 3.11). A análise da 
figura mostra que ao fim dos 5 dias de RNAi de hsMob1 há um decréscimo nos níveis de 
GFP.hsMob1 de cerca de 60%, por comparação com células não transfectadas  (tabela A.
2, em anexo). A realização da mesma experiência em células HeLa permite verificar que a 
banda específica de GFP.hsMob1 corresponde à banda superior indicada, sendo as 
restantes bandas inespecíficas da marcação com o anticorpo anti-GFP.
Da análise efectuada em células HeLa após o RNAi de hsMob1, observou-se que não há 
alteração significativa do índice mitótico em relação às células controlo, situando-se à 
volta de 7% em ambos os casos (figura 3.12). O índice mitótico estabelece a relação entre 
o número de células em mitose e o total de células contadas na preparação. Dado que 
não foram observadas diferenças significativas entre o índice mitótico de células 
depletadas de hsMob1 e células controlo é indicativo de que possivelmente não há um 
bloqueio das células durante a mitose e/ou nas restantes fases do ciclo celular. Um 
aumento do índice seria indicativo de um bloqueio ou atraso durante a mitose, e uma 
diminuição deste índice faria suspeitar de um bloqueio ou atraso numa das fases 
anteriores à mitose ou em citocinese, ou ainda, a diminuição do tempo que as células 
passam em mitose.
Na análise fenotípica efectuada, os defeitos mitóticos encontrados foram: cromossomas 
atrasados durante a segregação do DNA na anafase; pontes de DNA unindo os núcleos 
Resultados
39
Figura 3.11 - Depleção de GFP.hsMob1 após RNAi na linha estável CAA11. A comparação da 
intensidade das bandas em células não transfectadas (N.T.) e em células sujeitas a RNAi (Oli5) mostra que 
os níveis da proteína de fusão diminuem para 39% relativamente ao nível presente em células não 
transfectadas (ver tabela A.2, em anexo). O controlo de carregamento das amostras foi  feito por marcação 
com anticorpo anti-γ-tubulina.
na telofase; cromossomas desalinhados em prometafase e metafase; e deformações 
nucleares em células  em telofase e citocinese (figura 3.13). Os dois primeiros fenótipos 
referidos, cromossomas atrasados  e pontes de DNA, estão presentes em percentagem 
idêntica no controlo negativo e após RNAi de hsMob1, o que faz com que não sejam 
defeitos mitóticos específicos  da depleção de hsMob1. Estes defeitos são provavelmente 
decorrentes do processo de transfecção ou simplesmente defeitos que ocorrem 
normalmente neste tipo de linha celular. Uma vez que as HeLa são células imortais, 
provenientes de um tumor, apresentam aberrações mitóticas mais  frequentemente que 
células provenientes de linhas primárias, o que pode justificar a existência destes defeitos, 
ainda que em pequena percentagem.
Os restantes fenótipos encontrados ao nível da divisão celular são no entanto mais 
frequentes após o RNAi de hsMob1 do que em células controlo. As  deformações 
nucleares observadas em células em telofase e citocinese incluem células  contendo 
vários micronúcleos  e a presença de pequenas protuberâncias nucleares, muitas vezes 
presentes em simultâneo. Das telofases e citocineses depletadas de hsMob1, 22,5% 
apresentam estes defeitos, contra 7,2% nas células controlo (figura 3.14). Por último, o 
defeito mitótico mais significativo resultante do RNAi de hsMob1 é a existência de 
cromossomas desalinhados  da placa equatorial, em células em prometafase e metafase. 
Foram observados casos apenas com alguns cromossomas desalinhados, mas também 
algumas células apresentando muitos  dos seus cromossomas na região dos pólos  do 
fuso. Este defeito passa de uma ocorrência de 1,2%, em células controlo, para 6,1%, em 
células HeLa após RNAi de hsMob1 (figura 3.14). Embora estes valores  sejam 
percentualmente baixos, correspondem a um aumento de 5 vezes mais células que 
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Figura 3.12 - Índice mitótico de células HeLa após o RNAi de hsMob1. Pela análise de células fixas por 
imunofluorescência conclui-se que a percentagem de células em mitose após depleção de hsMob1 é 
praticamente a mesma que em células transfectadas com o oligonucleótido controlo scramble duplex. Os 
valores apresentados são resultado de 4 experiências independentes, tendo-se contado entre 500 a 1000 
células em cada uma.
apresentam este desalinhamento dos cromossomas, devido à depleção da proteína. Por 
outro lado a ocorrência de núcleos deformados, em células depletadas  de hsMob1, 
apresenta valores relativamente elevados (mais de 1/5 das  telofases e citocineses 
apresentam este defeito), mas também as células controlo apresentam este defeito com 
alguma frequência, o que representa um aumento de cerca de 3 vezes mais  núcleos 
deformados do controlo para o RNAi de hsMob1. Assim, embora este seja um defeito 
significativo causado pelo RNAi, a ocorrência de cromossomas desalinhados é o defeito 
mais preponderante como consequência da depleção de hsMob1.
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Figura 3.13 - Defeitos mitóticos resultantes da depleção de hsMob1 por RNAi. Os defeitos observados 
incluem cromossomas desalinhados em prometafase e metafase, cromossomas atrasados durante a 
segregação do DNA na anafase, pontes de DNA unindo os núcleos na telofase e deformações nucleares 
em células em telofase e citocinese. Na imagem composta (merge) a vermelho encontra-se a γ-tubulina ou 
a β-tubulina e a verde ou a azul o DNA.
3.2.2. Proliferação vs. Morte celular
Durante os ensaios de RNAi foi observado que, embora partindo do mesmo número de 
células em cada condição, ao fim dos 5 dias da experiência havia menor número de 
células nas condições que sofreram transfecção do que nas células não transfectadas. 
Entre as células transfectadas, observou-se que havia menor número de células  na 
condição do RNAi de hsMob1 do que no RNAi controlo (transfecção com scramble 
duplex). Determinou-se a concentração das células para cada uma das condições e 
extrapolou-se o número total de células em cada condição. Os valores médios de duas 
experiências independentes apresentam-se no gráfico da figura 3.14A. Dos  resultados 
obtidos verifica-se que o processo de transfecção induz morte celular, o que está de 
acordo com o esperado, reduzindo para quase metade o número total de células após a 
transfecção com scramble duplex. O resultado mais significativo e importante vem da 
comparação das condições RNAi controlo e RNAi de hsMob1. Há uma diminuição no 
número total de células para metade da primeira para a segunda condição, o que mostra 
um efeito específico de hsMob1 na proliferação e/ou morte celular.
Numa outra experiência independente analisou-se o crescimento de populações de 
células ao longo da experiência de RNAi, por transfecção com o controlo ou com o 
oligonucleótido específico para hsMob1. Desta análise verificou-se que as células mantêm 
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Figura 3.14 -  Quantificação dos defeitos mitóticos resultantes da depleção de hsMob1 por RNAi. A 
ocorrência de cromossomas atrasados e pontes de DNA não apresenta diferenças significativas entre as 
células controlo e após RNAi de hsMob1, no entanto o RNAi de hsMob1 causa 3 vezes mais células com 
núcleos deformados e 5 vezes mais células com cromossomas desalinhados. Os valores apresentados 
resultam de 4 experiências independentes, no caso dos cromossomas desalinhados, cromossomas 
atrasados e pontes de DNA e de 2 experiências independentes, no caso dos núcleos deformados, tendo-se 
contado entre 30 e 500 células em cada experiência.
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Figura 3.15 - Efeito da depleção de hsMob1 no crescimento celular. A) Número de células após a 
experiência de RNAi em cada uma das condições - células não transfectadas (NT), células transfectadas 
com scramble duplex (Scr) e células transfectadas com Oli5 (Oli5). Há uma diminuição clara do número final 
de células como consequência específica do RNAi  de hsMob1. B) Variação do número de células entre 
duas observações subsequentes ao longo dos 5 dias da experiência de RNAi de hsMob1. São efectuadas 
duas transfecções durante a experiência, sendo a primeira no tempo 0 e a segunda às 38 h. É visível  que 
após a 1ª transfecção as células de ambas as condições seguem um crescimento idêntico, havendo uma 
diminuição significativa do crescimento das células depletadas de hsMob1 após a 2ª transfecção. C) 
Representação gráfica do crescimento celular da experiência referida em B) de forma cumulativa. De novo 
observa-se que a taxa de crescimento se mantém durante as primeiras 34 h após a 1ª transfecção entre o 
RNAi controlo e o RNAi  de hsMob1, diminuindo esta taxa para cerca de metade no RNAi de hsMob1 após a 
2ª transfecção.
C)
A)
B)
um crescimento muito semelhante durante os três dias após a primeira transfecção (figura 
3.14B e 3.14C - 20h, 28h e 34h após a transfecção). Ao fim desse tempo a cultura é 
dividida em três fracções iguais e cada uma é novamente transfectada. Após esta 
segunda transfecção, no entanto, as células sujeitas a RNAi de hsMob1 apresentam um 
crescimento inferior às células controlo (figura 3.14B - 62h e 110h após a transfecção). A 
taxa de crescimento nas células controlo mantém-se praticamente inalterada após a 1ª e 
a 2ª transfecção, enquanto se observa uma diminuição clara na taxa de crescimento das 
células sujeitas a RNAi de hsMob1. Nestas células  a taxa de crescimento passa de 11,5 
células/hora, após a 1ª transfecção, para 5,6 células/hora após a 2ª transfecção, 
correspondendo a uma diminuição superior a 50% na taxa de crescimento das células 
(figura 3.14C). Esta diminuição leva a que o número total de células no fim da experiência 
de RNAi de hsMob1 corresponda a cerca de metade do número total de células no fim da 
experiência de RNAi controlo (figura 3.14A e 3.14C)
3.2.3. Efeito do RNAi de hsMob1 na localização de Aurora B
Aurora B é um dos componentes principais do complexo CPC, com um papel de destaque 
na transição metafase-anafase e no início da citocinese. Esta cinase tem um papel crucial 
na resolução de ligações sintélicas dos cromossomas (quando ambos os cromatídeos de 
um cromossomas se encontram ligados a microtúbulos do mesmo pólo), contribuindo 
para a activação do SAC até que todas as ligações sejam bipolares. Além disso é 
essencial para a formação da região mediana do fuso e do sulco de clivagem, estruturas 
necessárias para a execução da citocinese. Tendo em conta estas  características de 
Aurora B e os defeitos mitóticos observados por depleção de hsMob1 analisou-se se 
Aurora B estaria sujeita a alterações na sua localização como consequência dessa 
depleção.
A Aurora B localiza-se maioritariamente no núcleo em células  em interfase, associando-se 
aos centrómeros, onde é constituído o complexo CPC, e onde permanece até metafase. 
No início da anafase, ao ocorrer a segregação do DNA, a Aurora B migra para a região 
mediana do fuso mitótico, ficando restringida ao midbody durante a citocinese. Após a 
depleção de hsMob1, como observado na figura 3.15, a localização de Aurora B mantém-
se inalterada. Esta cinase mantém-se aparentemente associada ao DNA mesmo em 
cromossomas que se encontram desalinhados da placa metafásica, como resultado da 
depleção de hsMob1 (figura 3.15).
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Figura 3.16 - Localização de Aurora B após RNAi de hsMob1. Aurora B localiza-se nos cinetocóros de 
células em metafase e na região mediana do fuso em anafase. Em células HeLa sujeitas a RNAi  de 
hsMob1 não se observou alteração da localização de Aurora B. Como exemplo representam-se duas 
células com defeitos mitóticos em que se observa que a localização de Aurora B é idêntica aos controlos. 
Na imagem composta (merge) a vermelho encontra-se a β-tubulina, a verde a Aurora B e a azul o DNA.
4. Discussão
4.1. Localização intracelular da proteína hsMob1
O soro ACR7 anti-hsMob1 é o soro total recolhido do animal após a sua imunização com 
a proteína humana hsMob1. Neste soro estão presentes uma grande variedade de 
anticorpos, entre os quais os  anticorpos anti-hsMob1, anticorpos anti-GST, produzidos 
contra o tag presente na proteína de fusão injectada, e ainda anticorpos  produzidos 
contra antigénios a que o animal esteve exposto durante a sua vida. Como foi observado, 
embora o soro reconheça hsMob1 em Western Blot, não é conclusivo se o sinal obtido em 
imunofluorescência é específico, uma vez que não há uma sobreposição clara e exclusiva 
do sinal de ACR7 com o sinal das restantes estruturas marcadas - centrossomas (γ-
tubulina), microtúbulos (β-tubulina) ou DNA (DAPI). Para além disso, numa das 
experiências em que realizei o RNAi de hsMob1 em células  HeLa, nenhuma das células 
observadas apresentou uma diminuição perceptível da intensidade, ou uma alteração da 
localização, do sinal de ACR7, quando comparadas com as células controlo. Este 
resultado pode significar que não há um reconhecimento eficaz de hsMob1 endógena, em 
células HeLa, pelos anti-hsMob1 presentes no soro. Uma vez que os anticorpos foram 
produzidos apenas contra um polipéptido, correspondente a 2/3 da região C terminal da 
proteína, e em fusão com GST, é possível que a conformação da região injectada não 
seja igual à conformação que a região C terminal adquire na proteína nativa. Deste modo, 
os anticorpos produzidos  pelo animal e presentes no soro podem apenas reconhecer 
epítopos que se encontram mascarados  na proteína nativa, originando inespecificidade 
do sinal em imunofluorescência, embora os anticorpos sejam capazes de reconhecer a 
proteína no estado desnaturado, como é o caso num Western Blot.
4.2. Localização intracelular de proteínas de fusão hsMob1
Dos resultados obtidos pela análise de linhas estáveis, cujo sinal de fluorescência é 
demasiado baixo para que fosse possível determinar qualquer tipo de localização, 
passou-se para a expressão transiente de GFP.hsMob1, em células HeLa. As condições 
da transfecção conduziram à sobre-expressão da proteína nestas células, produzindo os 
resultados apresentados na figura 3.9. Embora fosse possível observar uma localização 
clara da proteína de fusão nestas experiências, obteve-se o mesmo tipo de localização 
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centrossomal no controlo negativo da experiência, apenas por expressão transiente de 
GFP. Há que ter em conta que a sobre-expressão de uma proteína pode alterar o seu 
padrão de expressão normal, levando a que esta esteja presente em locais diferentes dos 
habituais. Além disso, os resultados  de localização obtidos com proteínas em fusão com 
GFP devem ser cuidadosamente analisados. A GFP expressa pelo vector utilizado nestas 
experiências (pEGFP-C1) tem um elevado peso molecular (~35 KDa), podendo interferir 
no folding correcto e na localização da proteína que se encontra em fusão com a GFP. 
Uma vez que hsMob1 tem um peso molecular de 26 KDa, a ocorrência desse tipo de 
interferências é assim mais provável.
Nas experiências de localização intracelular da proteína de fusão foram testados os 
métodos de fixação também utilizados na imunolocalização. Dos três  métodos utilizados a 
fixação com Metanol/Acetona e a fixação com PFA produziram resultados idênticos. No 
entanto, a realização de pré-extracção previamente à fixação com PFA levou ao 
desaparecimento total do sinal de GFP, quer nas células transfectadas com a proteína de 
fusão, quer nas células transfectadas com o vector vazio (apenas GFP). O mesmo foi 
observado nas linhas celulares estáveis. A realização da pré-extracção remove os 
compostos solúveis presentes na fracção citosólica das células, através da 
permeabilização das membranas. O facto de haver uma perda total do sinal de GFP após 
a pré-extracção é indicativo da solubilidade da proteína. Isto está de acordo com 
evidências anteriores para hsMob1 (Baillat et al., 2001), em que foi demonstrado que a 
proteína hsMob1/Phocein se encontra associada a membranas, bem como no citosol, 
onde se comporta como um complexo proteico.
Tendo em conta os resultados  obtidos na imunolocalização e caso o sinal seja específico 
para hsMob1, coloca-se em hipótese que a proteína hsMob1 esteja excluída do núcleo, 
durante a mitose, e dispersa pelo citoplasma. Ensaios realizados no parasita 
Trypanosoma brucei permitiram identificar dois  genes tipo MOB1 - MOB1-A e MOB1-B - 
cujos produtos  de expressão têm localização citoplasmática e se encontram excluídos do 
núcleo, ao longo do ciclo celular do parasita (Hammarton et al., 2005). Proteínas da 
mesma família, como Mob1 de levedura e hsMob4A e hsMob4B em células  humanas, 
localizam-se nos SPB e centrossomas, respectivamente. Além disso, a via de saída de 
mitose parece ter como centro estrutural a proteína Nud1 que se encontra no SPB, 
fazendo destas estruturas o centro da sinalização desta via. Deste modo, se hsMob1 
estiver envolvido nalgum dos processos conducentes à saída de mitose em células 
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humanas, seria de esperar uma localização centrossomal. Contudo, a existência de 7 
proteínas tipo Mob em humanos, e a sua aparentemente baixa redundância (Chow et al., 
2010), pode de facto conferir a hsMob1 um outro tipo de localização. Em células humanas 
já foi descrito que hsMob1 se encontra no complexo de Golgi, em interfase (Baillat et al., 
2001). No entanto, esta proteína foi inicialmente descoberta nas regiões dendríticas de 
neurónios de ratinho, onde se localiza próximo de membranas onde ocorrem activamente 
processos de endocitose. hsMob1 interage com proteínas, como a striatin, NDPK e 
Eps15, com funções conhecidas na endocitose, sugerindo um papel na endocitose a 
hsMob1 (Bailly and Castets, 2007). Deste modo, a localização citoplasmática obtida pela 
marcação com ACR7 ganha sentido. De facto, a relação entre a endocitose e a mitose 
tem vindo a ganhar uma importância crescente (Furthauer and Gonzalez-Gaitan, 2009). 
Sabe-se que durante a divisão celular ocorrem alterações ao nível da membrana 
plasmática que dependem da maquinaria endocítica, em especial ao nível do sulco de 
clivagem onde a endocitose, como forma de transporte membranar, é necessária para 
que a citocinese ocorra.
4.3. Análise dos níveis de hsMob1 ao longo do ciclo celular
Também relativo à distribuição intracelular de hsMob1, observou-se que há um aumento 
progressivo nos níveis de GFP.hsMob1 ao longo do ciclo. GFP.hsMob1 aumenta na fase 
S e tem um pico de expressão na fase M, diminuindo os seus  níveis em G1. No entanto, 
uma vez que se utilizou a linha CAA11 para a realização destas experiências, os níveis de 
proteína observados não correspondem à proteína endógena mas sim à proteína de 
fusão GFP.hsMob1. O plasmídeo transfectado nestas células  foi integrado no seu DNA 
genómico originando uma linha estável que expressa constitutivamente GFP.hsMob1. 
Embora haja variações nos níveis  da proteína de fusão ao longo do ciclo, estas poderão 
não corresponder às variações sofridas pela proteína endógena. De qualquer forma, de 
acordo com os resultados obtidos o aumento de GFP.hsMob1 na fase M sugere que a 
proteína seja necessária em maior quantidade durante a mitose e/ou citocinese, 
colocando-se a hipótese de que tenha uma função específica nesta fase do ciclo. A 
existência de uma função deste tipo em conjunto com o papel de hsMob1 na endocitose 
pode justificar um aumento de produção da proteína nesta fase. Após a saída de mitose e 
começo de um novo ciclo celular em G1, a função mitótica de hsMob1 não seria mais 
necessária sendo degradada em parte e mantendo-se apenas uma quantidade suficiente 
para desempenhar a sua função ao nível da endocitose. Das restantes Mob humanas 
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sabe-se que hsMob4 é estável durante o ciclo celular, não havendo variação dos seus 
níveis endógenos, embora tenha funções bem definidas durante a fase M (Florindo, 
2004). De forma idêntica também a proteína Mob1 de S. cerevisiae mantém os seus 
níveis constantes ao longo do ciclo, embora os níveis de mRNA estejam sujeitos a 
variações (Luca et al., 2001).
São várias as proteínas cuja concentração intracelular é regulada por degradação 
proteica, em especial proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular. O facto de até 
agora não ser conhecida nenhuma proteína da família Mob sujeita a este tipo de 
regulação pode sugerir a existência de uma função adicional para hsMob1, caso se 
verifique o aumento referido também na proteína endógena. Tendo em conta que na 
população de células não sincronizadas cerca de 60% das células se encontram em G1, 
pode-se afirmar que há um aumento progressivo de GFP.hsMob1 ao longo do ciclo, 
atingindo o pico de expressão na fase M. Esta acumulação gradativa de proteína pode ser 
significado da necessidade de uma determinada concentração para a realização da sua 
função mitótica.
4.4 Defeitos no ciclo celular causados pelo RNAi de hsMob1
Os cromossomas desalinhados da placa metafásica é um fenótipo relativamente comum 
na ausência de proteínas constituintes do cinetocóro, como hMis12, e proteínas 
intervenientes no SAC, como Mps1. Embora não tenha sido detectada qualquer 
localização de hsMob1 nos cinetocóros, esta hipótese não deve ser excluída. Qualquer 
dos fenótipos observados estabelece uma relação desta proteína com a segregação dos 
cromossomas, processo que ocorre maioritariamente na região dos cinetocóros. Além 
disso, foi já proposto que um dos centros  de acção da MEN sejam os cinetocóros, pelo 
que tendo hsMob1 uma função comprovada nesta via faria sentido que fosse essa a sua 
localização.
As deformações nucleares em células depletadas de hsMob1, em especial a existência de 
micronúcleos, sugerem defeitos na segregação dos cromossomas e/ou na execução da 
citocinese. A segregação incorrecta dos cromossomas durante a anafase, possivelmente 
devido a cromossomas desalinhados da placa metafásica, origina aneuploidia, resultando 
numa distribuição desigual dos cromossomas pelas duas  células-filhas. Os núcleos 
deformados/micronúcleos podem surgir de defeitos segregacionais  nas células, como é o 
caso na ausência da proteína do cinetocóro hMis12 que induz defeitos que incluem 
cromossomas desalinhados em metafase, cromossomas atrasados em anafase e 
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micronúcleos em telofase e interfase (Goshima et al., 2003). Na incapacidade de 
completar a citocinese, por exemplo por falha na abcissão, as células podem entrar em 
apoptose ou pode ocorrer regressão do sulco de clivagem originando uma célula 
binucleada. Os defeitos que observei após o RNAi de hsMob1 podem resultar da 
combinação destas duas situações. No entanto, não se observou um aumento de células 
binucleadas ou com micronúcleos em interfase, o que sugere que não há progressão 
destas telofases e citocineses com defeitos, provavelmente entrando em apoptose.
Apesar da depleção de hsMob1 não provocar alteração do índice mitótico não se pode 
excluir totalmente a hipótese de que haja um bloqueio numa qualquer fase do ciclo. 
Resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo, indicam que células  depletadas de 
hsMob1 apresentam uma razão metafase/anafase três vezes superior à das células 
controlo (Florindo, comunicação pessoal). Este resultado é não só consequência da 
diminuição do número de células em anafase, observada nestas preparações, mas 
também do aumento do número de metafases. Observações de células vivas por 
microscopia revelaram que as células  depletadas de hsMob1 passam cinco vezes mais 
tempo em prometafase/metafase do que as células controlo. Tais resultados sugerem que 
há um atraso durante prometafase/metafase, possivelmente no alinhamento dos 
cromossomas, levando a que existam mais células nestas fases, na ausência de hsMob1.
A interacção entre Mps1 e Mob1, detectada em S. cerevisiae, e que deu início à família de 
proteínas Mob tem sido pouco estudada, desde que as proteínas tipo Mob foram descritas 
como componentes da via de saída de mitose. Recentemente foi publicado um artigo que 
mostra os defeitos mitóticos causados pela inibição de Mps1 (Hewitt et al., 2010), 
revelando que 85% das células apresentam defeitos no alinhamento dos cromossomas, 
nuns casos apenas  com alguns cromossomas desalinhados  e noutros com a maioria dos 
cromossomas na região dos pólos do fuso. Este fenótipo, embora com uma frequência 
mais elevada, apresenta uma grande semelhança com o obtido pela depleção de 
hsMob1. Tais  resultados poderão ser indicativos da existência de interacção entre hsMob1 
e Mps1, em células humanas. Uma vez que a actividade de Mps1 é necessária para a 
função do SAC (Jelluma et al., 2008; Tighe et al.,2008), a existência de tal interacção 
possivelmente colocaria hsMob1 com um papel, ainda que indirecto, na activação do 
SAC. O facto de o fenótipo obtido pela depleção de hsMob1 ser mais moderado que o 
fenótipo resultante da inibição de Mps1 pode indicar uma acção de hsMob1 a montante 
de Mps1, o que faz sentido tendo em conta a família de reguladores de cinases a que 
hsMob1 pertence. hsMob1 pode ser importante para a activação de Mps1, implicando que 
haja diminuição da actividade catalítica de Mps1, na ausência de hsMob1. No entanto, 
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Mps1 poderá ser activada por vias alternativas, o que explicaria a diferença na ocorrência 
dos fenótipos, como também o aumento da duração da prometafase por depleção de 
hsMob1. A inibição de Mps1 diminui em cerca de 35% o tempo que as células levam para 
completar a mitose (Hewitt et al., 2010), e portanto uma prometafase mais prolongada, na 
ausência de hsMob1, é indicativo da activação do SAC. Assim propõem-se que hsMob1 
esteja envolvido na regulação da actividade catalítica de Mps1, embora de forma não 
exclusiva. A inibição parcial de Mps1, devido à ausência de hsMob1, é suficiente para 
provocar defeitos no alinhamento dos cromossomas na placa metafásica, mas não 
compromete totalmente a activação do SAC, atrasando a transição de prometafase/
metafase para a anafase.
4.5. Proliferação vs. Morte celular
Uma outra consequência da diminuição dos  níveis  de hsMob1, em células HeLa, é a 
diminuição do número de células após a experiência. Os resultados obtidos demonstram 
um efeito específico do RNAi de hsMob1, que apresenta um decréscimo considerável no 
número de células em cultura, visível após a 2ª transfecção com o oligonucleótido Oli5, 
por comparação com as células controlo, transfectadas com scramble duplex. Caso a 
eficiência das transfecções  efectuadas fosse 100% poder-se-ia afirmar que a depleção de 
hsMob1 em células HeLa reduz o número de células  em cultura para metade, 
relativamente a uma situação controlo. Uma vez que a eficiência das transfecções 
realizadas foi aproximadamente de 70%, significa que o efeito da depleção de hsMob1 
em células HeLa é na verdade mais dramático que o observado.  Não é sabido se esta 
redução no número de células se deve a perturbações da viabilidade celular, conduzindo 
à sua morte, ou se a depleção da proteína induz um bloqueio nalguma fase do ciclo 
celular, atrasando a proliferação das células. No entanto, resultados obtidos anteriormente 
pelo nosso grupo parecem indicar um aumento da morte celular devido à depleção de 
hsMob1. Por microscopia de células vivas, observou-se que células depletadas de 
hsMob1, incapazes de completar a citocinese, entram em apoptose (Florindo, 
comunicação pessoal), sendo assim esta a principal causa apontada para a diminuição do 
número de células após o RNAi de hsMob1.
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4.6. Efeito do RNAi de hsMob1 na localização de Aurora B
A existência de cromossomas desalinhados em metafase e de deformações nucleares em 
telofase e citocinese levantam a hipótese de interferência de hsMob1 na correcta 
segregação cromossómica. Tendo em conta estes defeitos, e com o objectivo de 
aprofundar os  processos mitóticos em que hsMob1 se encontra envolvido, a cinase 
mitótica Aurora B surge como um alvo de estudo fácil. Esta cinase com um papel central 
na transição metafase-anafase e no início da citocinese é activada pelos seus parceiros 
do CPC. Mps1 está envolvida neste processo controlando a actividade de Aurora B 
indirectamente, através  da fosforilação de Borealin (Jelluma et al., 2008). Além disso a 
inibição da actividade de Aurora B afecta o alinhamento dos cromossomas.
A análise de células depletadas de hsMob1 e marcadas com anticorpo anti-Aurora B 
revelou não haver alteração da localização de Aurora B em qualquer das fases do ciclo 
analisadas, por comparação com a experiência controlo. Como já referido, Hewitt e os 
seus colaboradores determinaram recentemente, e já no decorrer deste trabalho, as 
consequências da inibição da actividade de Mps1 (Hewitt et al., 2010), que apresentam 
uma elevada semelhança com os resultados obtidos pela depleção de hsMob1. 
Interessantemente, a cinase Mps1 poderá ser um candidato mais directo a interagir com 
hsMob1. Contudo, Mps1 tem um papel na activação de Aurora B, e apesar desta cinase 
não se encontrar deslocalizada na ausência de hsMob1, a sua actividade pode estar 
afectada. Caso isso se verifique, justificaria em parte o fenótipo dos cromossomas 
desalinhados obtido após RNAi de hsMob1.
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5. Conclusão
Os resultados obtidos  neste trabalho mostraram haver uma variação dinâmica de hsMob1 
ao longo do ciclo celular. Embora as técnicas utilizadas não tenham permitido determinar 
com precisão a localização intracelular da proteína, observou-se que há um aumento 
progressivo da proteína recombinante GFP.hsMob1, atingindo o máximo da sua 
expressão na fase M. A utilização de proteínas de fusão, com o gene repórter de GFP, 
permitiria de forma indirecta determinar a localização da proteína. No entanto, as  linhas 
estáveis utilizadas expressam a proteína em níveis  demasiado baixos para se observar 
uma localização específica por microscopia de fluorescência, e por outro lado a sobre-
expressão destas proteínas, em células HeLa, induz a sua acumulação nos centrossomas 
de células transfectadas, do mesmo modo que a experiência controlo (apenas com GFP). 
A utilização do soro ACR7 anti-hsMob1 revelou uma distribuição ponteada, dispersa por 
todo o citoplasma de células mitóticas, mas excluída do DNA. Esta distribuição foi 
igualmente obtida por incubação com os soros ACR5 e ACR4, imunizados contra a 
proteína homóloga de Drosophila melanogaster, dMob1. A dinâmica dos níveis da 
proteína ao longo do ciclo celular pode significar que é necessária uma dada 
concentração para o desempenho de uma função específica, possivelmente uma função 
além da endocítica. Deste modo propõem-se que hsMob1 tem uma função associada à 
mitose e/ou citocinese.
A presença de cromossomas desalinhados e micronúcleos em células mitóticas 
depletadas de hsMob1, sugere um papel para esta proteína na segregação dos 
cromossomas. Os micronúcleos apenas foram observados em células em telofase e 
citocinese, mas não em células interfásicas, o que possivelmente resulta da resolução 
deste fenótipo antes da entrada num novo ciclo, ou da morte destas células. Na 
incapacidade das células finalizarem a citocinese pode ocorrer a regressão do seu sulco 
de clivagem, originando células multinucleadas, ou as células  podem entrar em apoptose. 
Não foi detectado um aumento do número de células binucleadas, como consequência do 
RNAi, pelo que se exclui a hipótese da regressão do sulco de clivagem.
A inexistência de alteração do índice mitótico sugere que não há bloqueio em nenhuma 
fase do ciclo celular, devido à ausência de hsMob1. No entanto, resultados anteriores 
obtidos pelo nosso grupo indicam a existência de um bloqueio em prometafase/metafase. 
Tais resultados, aparentemente contraditórios, são contudo justificados pela diminuição do 
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número de células  após RNAi de hsMob1. Esta diminuição parece ser consequência de 
morte celular induzida, possivelmente por incapacidade das células completarem a 
citocinese. Deste modo, o bloqueio em prometafase/metafase, devido à presença de 
cromossomas desalinhados, é compensado pelo aumento da morte celular, resultando 
por isso num índice mitótico praticamente inalterado na ausência de hsMob1. Deste 
modo, propõem-se que hsMob1 tem também um papel na execução da citocinese. Além 
disso, este aumento drástico da morte celular leva a crer que hsMob1 seja essencial em 
células HeLa, do mesmo modo que o seu homólogo dMob1 é na mosca da fruta. A sua 
presença é crucial para a saída de mitose, o que faz de hsMob1 um candidato a 
constituinte de uma possível via de saída de mitose, em células humanas.
A semelhança de fenótipos entre hsMob1 e Aurora B e o papel de Aurora B no 
estabelecimento da bipolaridade, bem como no início da citocinese, processos que se 
verificaram comprometidos pela ausência de hsMob1, colocam-na como um possível 
interactuante com hsMob1. Os resultados mostraram que hsMob1 não é essencial para a 
correcta localização de Aurora B, no entanto, fica por determinar se a sua actividade é 
alterada pela ausência de hsMob1.
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6. Perspectivas futuras
hsMob1 pertence a uma família de reguladores de cinases e sabe-se que existe no citosol 
na forma de complexo proteico. Até ao momento os únicos parceiros moleculares 
conhecidos desta proteína conferem-lhe um papel na endocitose, mas parceiros com 
funções mitóticas são ainda desconhecidos. Seria interessante detectar quais as 
interacções que esta proteína estabelece em populações de células mitóticas. Parceiros 
como LATS1/2 e MST1/2, poderiam conferir a hsMob1 funções na saída de mitose, dada 
a homologia destas cinases com Dbf2 e Hippo, respectivamente.
Os resultados obtidos neste trabalho, por RNAi de hsMob1, revelam semelhanças no 
fenótipo obtido com a proteína Mps1. Esta observação torna atractiva a hipótese da 
existência de interacções  entre as duas proteínas. Tal hipótese poderia ser confirmada 
experimentalmente, por exemplo pela realização de um ensaio de dois híbridos ou de 
imunoprecipitação. Seria também interessante analisar se a ausência de hsMob1 tem 
algum efeito na localização e actividade de Mps1, e vice-versa.
Um outro resultado, proveniente da experiência de RNAi, permitiu concluir que a ausência 
de hsMob1 provoca diminuição do número de células. Embora resultados anteriores 
indiquem que esta diminuição se deva a morte celular por apoptose, durante a citocinese, 
esta observação poderia ser confirmada por análise do perfil de ciclo celular de células 
depletadas de hsMob1. Além disso, desta experiência poder-se-ia ainda analisar a 
existência de bloqueios nalguma das fases  do ciclo celular, causados pela ausência da 
proteína.
Não tendo sido observados defeitos nucleares em células interfásicas, coloca-se a 
hipótese de que as células entrem em apoptose durante a citocinese. Uma análise de 
células vivas, por microscopia, permitiria quantificar a duração de cada fase do ciclo após 
RNAi da proteína. Haverá diferenças na duração da citocinese?
O principal fenótipo resultante da depleção de hsMob1, foram cromossomas desalinhados 
da placa metafásica. Resultados anteriores indicam um bloqueio em prometafase/
metafase, significado da possível activação do ponto-de-controlo SAC. No entanto, um 
teste da funcionalidade do SAC, após o RNAi de hsMob1, contribuirá para a confirmação 
do seu envolvimento neste mecanismo. Esta experiência poderia ser realizada por adição 
de um agente despolimerizador de microtúbulos, como o Nocodazole, a células 
depletadas de hsMob1. A observação de um bloqueio em prometafase nestas  células 
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seria indicativo da funcionalidade intacta do SAC, e portanto do não envolvimento de 
hsMob1 neste ponto-de-controlo.
Observou-se que há um aumento progressivo de GFP.hsMob1 ao longo do ciclo. A 
expressão da proteína atinge um pico na fase M, decaindo os  seus valores em G1. Mas 
estará a proteína endógena também sujeita a estas  variações? Para o seguimento deste 
trabalho seria fundamental a obtenção de um anticorpo capaz de reconhecer a proteína 
endógena hsMob1. Através de um processo de sincronização, idêntico ao realizado, e 
análise em Western blot, por marcação com tal anticorpo, seria possível confirmar estes 
resultados.
Por último, experiências adicionais poderiam ainda ser feitas no que respeita a localização 
da proteína. A clonagem de hsMob1 num vector recombinante com tags diferentes do 
utilizado, como HA ou His, cujo peso molecular é pequeno e têm menor probabilidade de 
interferir na função da proteína a analisar, seria uma mais valia para utilização nos 
ensaios de localização.
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8. Anexos
8.1. Resultados suplementares
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Tabela A.2 - Intensidades relativas das bandas do Western Blot do RNAi de hsMob1. Análise realizada 
por densitometria utilizando o Image J. A intensidade relativa normalizada é calculada pela razão das 
intensidades relativas de GFP.hsMob1 e o respectivo controlo de carregamento, em cada fase do ciclo. NT - 
células não transfectadas; Oli5 - células trasnfectadas com o oligonucleótido Oli5.
Figura A.1 - Análise do perfil das sincronizações e bloqueio da linha celular CAA11, por FACS. NS - 
não sincronizadas; G1/S - bloqueio na fronteira das fases G1 e S; S - sincronização na fase S; M - 
sincronização na fase M.
Tabela A.1 - Intensidades relativas das bandas do Western Blot de células sincronizadas/
bloqueadas. Análise realizada por densitometria utlizando o Image J. A intensidade relativa normalizada é 
calculada pela razão das intensidades relativas de GFP.hsMob1 e o respectivo controlo de carregamento, 
em cada fase do ciclo. NS - não sincronizadas; G1/S - bloqueio na fronteira das fases G1 e S; S - 
sincronização na fase S; M - sincronização na fase M.
8.2. MOBs humanos
Nome do gene Nomenclatura do GenBank
Nomenclatura também utilizada na 
literatura
hsMOB1 MOBKL3 Phocein (Baillat et al., 2001); hMOB4
hsMOB2 HCCA2 hMOB3 (Chow et al., 2010)
hsMOB3A MOBKL2A hMOB2A (Chow et al., 2010)
hsMOB3B MOBKL2B hMOB2B (Chow et al., 2010)
hsMOB3C MOBKL2C hMOB2C (Chow et al., 2010)
hsMOB4A MOBKL1A hMOB1A (Stavridi et al., 2003); hMOB1B
hsMOB4B MOBKL1B hMOB1B; hMOB1A
8.3. Clones de DNA
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Tabela A.3 - Lista dos genes MOB humanos e sua nomenclatura (adaptado de Chow et al., 2010)
pNA1 - hsMob1 em pIC113. O fragmento contendo o gene hsMOB1 foi subclonado a partir de dCF15 e 
inserido nos locais Hind III/BamH I do vector pIC113. O vector pIC113 baseia-se no vector pEGFP-C1 
(Clontech) e foi gentilmente cedido por Iain Cheeseman (Cheeseman and Desai, 2005).
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pAS6 - hsMob1 em pIC111. O fragmento contendo o gene hsMOB1 foi subclonado a partir de dCF15 e 
inserido nos locais Hind III/BamH I do vector pIC111. O vector pIC111 baseia-se no vector pEGFP-C1 
(Clontech) e foi gentilmente cedido por Iain Cheeseman (Cheeseman and Desai, 2005). Clone construído 
por Ana Severiano.
dCF15- hsMob1 em pBluescript II KS (+/-). O cDNA de hsMOB1 foi clonado no local Sma I de pBluescript 
II KS (+/-), na orientação do promotor T3 (Stratagene). Clone construído por Claudia Florindo.
